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Resumo 
Efeito Crabtree em Saccharomyces cerevisiae e sua modulação por nanopartículas 
de dióxido de titânio 
O efeito Crabtree ou repressão do metabolismo respiratório pela glicose, 
detetado em diversas espécies de levedura, assemelha-se à glicólise aeróbia de células 
tumorais. Este estudo procurou confirmar a ocorrência dessa alteração metabólica em 
Saccharomyces cerevisiae UE-ME3, bem como testar a capacidade de nanopartículas de 
dióxido de titânio (TiO2-NP), com diferente diâmetro molecular, para modular esse 
fenómeno. Os resultados obtidos, confirmam que a estirp  UE-ME3 é uma levedura 
Crabtree positiva, uma vez que a adição de glicose a células respiratórias provocou um 
aumento da taxa específica de crescimento e viabilid de celular, bem como alterações 
de atividades enzimáticas que evidenciam bloqueio catabólico do ciclo do citrato e da 
cadeia respiratória, acompanhado pela atenuação da resposta antioxidante mediada pelo 
tripéptido glutationo e atividades enzimáticas dependentes do glutationo. A exposição 
de S. cerevisiae a TiO2-NP com diâmetro molecular inferior a 100 nm, em choque 
térmico 28/40 ºC, durante 200 min evitou a transição do metabolismo respiratório para 
respiratório-fermentativo, pela adição de glicose, evidenciado pela manutenção da taxa 
específica de crescimento, atividades enzimáticas ALP e ADH e níveis intracelulares de 
MDA, próximos dos detetados em células respiratórias, assim como, pelo decréscimo 
da viabilidade celular, das actividades HXK, PDC, G6PD e SOD1, aumento das 
atividades SDH, MDH2, NDE1 e conteúdo em ROS, marcadores do metabolismo 
respiratório ativo. A adição de nanopartículas de dióxi o de titânio, com diâmetro 
molecular inferior a 25 nm, a S. cerevisiae, mantidas 100 min em condições Crabtree, 
despoletou a reversão parcial do efeito, ocorrendo decréscimo das atividades PDC e 
ADH, aumento das atividades CS, SDH e de níveis intracelulares de GSH, GSSG e 
MDA. 
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Abstract 
Crabtree effect in Saccharomyces cerevisiae and its modulation by titanium dioxide 
nanoparticles 
The Crabtree effect or catabolic repression of respi atory metabolism by glucose, 
detected in several yeast species is similar to the aerobic glycolysis of tumor cells. This 
study sought to confirm the occurrence of this metabolic change in Saccharomyces 
cerevisiae UE-ME3, as well as test the ability of titanium dioxide nanoparticles (TiO2-
NP), with different molecular diameter, to modulate this phenomenon. The results 
confirm that the UE-ME3 strain is a Crabtree-positive yeast, since the addition of 
glucose to respiratory cells caused an increase of pecific growth rate and cell viability 
as well as changes in enzyme activities that demonstrate a catabolic blockage of citrate 
cycle and respiratory chain, followed by a slowdown in the antioxidant response 
mediated by tripeptide glutathione and enzyme activities glutathione-dependent. The 
exposure of S. cerevisiae to TiO2-NP with a molecular diameter less than 100 nm in 
heat shock conditions 28/40 ° C, for 200 min has avoided the transition from respiratory 
to respiratory-fermentative metabolism, by the addition of glucose, as evidenced by 
maintenance of specific growth rate, ALP and ADH enzyme activities and MDA cell 
levels near of detected in respiratory cells, as well as by a decrease of cell viability, 
HXK, PDC, G6PD and SOD1 enzyme activities and an increase of SDH, MDH2, NDE1 
enzyme activities and ROS content, markers of active respiratory metabolism. The 
addition of titanium dioxide nanoparticles with a molecular diameter less than 25 nm to 
S. cerevisiae, maintained at 100 min in Crabtree conditions, triggered a partial reversion 
of this effect, occurring a decrease PDC and ADH activities, an increase in CS SDH 
activities and cell levels of GSH, GSSG, and MDA. 
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1.1. Nota Prévia 
A sobrevivência de qualquer organismo vivo depende essencialmente da sua 
capacidade para mobilizar o potencial químico acumulado nas ligações químicas dos 
nutrientes e assim assegurar o seu funcionamento. Lagos e oceanos primitivos 
constituíram locais de reserva de nutrientes que os primeiros seres vivos, 
presumivelmente procariontes heterotróficos, metabolizavam com recurso a 
mecanismos rudimentares como a fermentação, ainda hoje amplamente expressa em 
diversos sistemas celulares (1) (2) (3). 
O aparecimento dos primeiros organismos autotróficos, d tados de capacidade 
para produzir o seu próprio alimento via fotossíntese, constituiu um importante passo 
evolutivo, não só por serem capazes de assegurar diretamente a sua sobrevivência mas 
também por se terem tornado fonte nutricional renovável dos seres heterotróficos (1).  
A acumulação do dioxigénio (O2) na atmosfera terrestre, como subproduto da 
fotossíntese, permitiu que alguns organismos procariontes passassem a utilizar o poder 
oxidante dessa molécula em processos mais rentáveis de mobilização do potencial 
químico dos nutrientes que posteriormente deram origem à respiração celular (4). Esses 
seres vivos passaram então a utilizar glúcidos, ácidos gordos e aminoácidos como 
substratos alimentares, tornando-se a glicose o substrato preferencial quer no 
metabolismo fermentativo quer no metabolismo respiratório (5). 
No final do século XIX, o químico germânico Buchner r velou pela primeira vez 
que a conversão da glicose em piruvato, etanol ou lactato, acoplada à formação de 
adenosina trifosfato (ATP), podia ser observada in vitro. A continuidade desta 
descoberta, um marco relevante do avanço do conhecimento humano sobre o 
metabolismo celular, foi assegurada pelos bioquímicos Embden, Meyerhof e Parnas que 
contribuíram para o esclarecimento completo da via gl colítica ou de Embden-
Meyerhof-Parnas, desde o precursor glicose até ao intermediário piruvato (6) (Figura 
1.1). O descodificar do destino metabólico do piruvato por diferentes vias, como a 
fermentação alcoólica onde é convertido em etanol e dióxido de carbono, a fermentação 
acética onde é transformado em acetato ou a fermentação láctica com produção de 
lactato constitui outro marco importante dos primeiros passos da descoberta do 
metabolismo celular (3) (5) (7) (Figura 1.1). 
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A maior parte das espécies de levedura são capazes de converter glúcidos em 
etanol e dióxido de carbono. Contudo, essa propriedad  não implica que exibam uma 
boa taxa específica de crescimento na ausência total de dioxigénio (8) (9) (10). 
Embora o nível de O2 ambiental constitua um fator regulador-chave do 
metabolismo da glicose em leveduras, uma vez que também são capazes de converter 
glúcidos em dióxido de carbono e água, pela via respiratória, a fermentação predomina 
frequentemente sobre a respiração quando os níveis de glicose do meio são elevados, 
mesmo em condições aeróbias, permitindo deste modo, a reoxidação dos equivalentes 
redutores, sob a forma de NADH + H +, gerados pela glicólise (Figura 1.1) (11) (12) 
(13). 
Desta forma, as leveduras envolvidas no metabolismo dos glúcidos podem ser 
classificadas como microrganismos: (i) aeróbios restrito , quando apresentam 
metabolismo exclusivamente respiratório, como por exemplo, a espécie Rhodotorula 
glutinis; (ii) fermentativos facultativos, se apresentam alternadamente metabolismo 
respiratório ou fementativo, como as espécies Saccharomyces cerevisiae ou Pichia 
jadinii; e (iii) fermentativos restritos, se adoptam metabolismo exclusivamente 
fermentativo como a espécie Candida slooffii (8) (14). A maior parte das leveduras 
identificadas como fermentativas facultativas, podem xibir metabolismo totalmente 
respiratório, totalmente fermentativo ou até metabolismo respiratório-fermentativo, 
consoante o tipo e o nível de concentração de glúcidos do meio e/ou a disponibilidade 
em dioxigénio (15) (16). 
Embora o tipo de glúcidos que suportam o crescimento de leveduras difira de 
espécie para espécie, a maior parte das estirpes nativas utilizam a glicose como principal 
fonte de carbono. No entanto, nem todas transformam esse substrato alimentar em 
etanol (17).  
As leveduras Crabtree-positivas, tais como a Saccharomyces cerevisiae, utilizam 
preferencialmente a via fermentativa para oxidarem equivalentes redutores sob a forma 
de NADH quando crescem em meios ricos em glicose, msmo na presença de 
dioxigénio. Este fenómeno acontece devido à inativação da via respiratória pela glicose 
e não depende da disponibilidade de dioxigénio do mei  (18).  
Assim, as estirpes vínicas consomem preferencialmente glicose por fermentação 
alcoólica (19) (20) (21). A conversão do piruvato, produto da via glicolítica, em etanol 
envolve um passo de descarboxilação a acetaldeído, catalisado pelo enzima piruvato 
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descarboxilase (PDC), seguido pela redução do acetaldeído a etanol pelo enzima álcool 
desidrogenase (ADH) (Figura 1.1). O etanol, eventualmente após o desvio diaúxico, é 
metabolizado pela via respiratória, levando à formação acoplada de ATP. A S. 
cerevisiae pode assim metabolizar uma ampla variedade de fonts de carbono, incluindo 
compostos não fermentáveis tais como o etanol e o glicerol (22). O metabolismo 
oxidativo desses compostos através do ciclo do citrato e da cadeia de transporte de 
eletrões mitocondrial é mais eficiente na produção de ATP, embora o uso do dioxigénio 
como aceitador final de eletrões possa contribuir pa a gerar espécies reativas de 
oxigénio (ROS), tais como o radical anião superóxido, potencialmente prejudiciais para 
a célula (23) (Figura 1.1). As vias metabólicas necessárias para a utilização específica 
dessas fontes de carbono encontram-se bem caraterizadas e geram na sua grande 
maioria piruvato (2) (5) (Figura 1.1). 
O piruvato encontra-se localizado na interseção de duas vias catabólicas 
essenciais à célula: glicólise e ciclo do citrato. Este derivado metabólico, produto final 
da glicólise, é libertado no citoplasma e transportado para a matriz mitocondrial onde 
após conversão em acetil-CoA é metabolizado pelo ciclo do citrato para gerar 
equivalentes redutores utilizados pela cadeia respiratória durante a fosforilação 
oxidativa (Figura 1.1). Contudo, quando a célula seencontra em modo 
preferencialmente fermentativo, o piruvato permanece no citoplasma onde é 
subsequentemente reduzido, tendo em vista a reoxidação do NADH citoplasmático 
indispensável à glicólise (Figura 1.1). Em condições fermentativas, a disponibilidade de 
piruvato para o ciclo do citrato encontra-se fortemente constrangida por baixos níveis de 
expressão do complexo piruvato desidrogenase (PDH) enquanto a sua metabolização 
citoplasmática torna-se significativamente ativada. Em S. cerevisiae, a redução do 
piruvato citoplasmático dá-se via piruvato descarboxilase cujo produto, o acetaldeído, 
pode ser posteriormente oxidado na matriz mitocondrial ou reduzido a etanol pelo 
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Figura 1.1 Representação esquemática da interação metabólica e ocalização celular de algumas vias 
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 1.2. Efeitos Pasteur, Warburg e Crabtree 
No século XIX, Louis Pasteur (1861) observou que leveduras fermentativas 
facultativas como a S. cerevisiae consumiam muito mais hexoses, como a glicose, na 
ausência de dioxigénio do que na sua presença. Esta resposta metabólica passou então a 
ser conhecida como efeito Pasteur. No entanto, desde sa altura que têm surgido 
publicações confusas sobre este assunto, como aquela em que Szent-Györgyi em 1937 
assumia que a supressão da oxidação de hexoses por carência de dioxigénio, dava lugar 
à fermentação (27). Contudo, essa afirmação não é de todo verdadeira, uma vez que o 
efeito Pasteur apenas se manifesta quando S. cerevisiae cresce em condições 
experimentais especiais, nomeadamente a taxa específica de crescimento lenta em 
culturas contínuas, com níveis restritivos de glúcidos, ou em células em estado 
estacionário, onde ocorre uma acentuada contribuição da respiração para o catabolismo 
glucídico, devido à perda da capacidade fermentativa (15) (28). 
No seguimento das observações de Pasteur, os investigadores Meyerhof e 
Warburg (1920) examinaram, as diferenças entre a degra ação de glúcidos em 
condições aeróbias e anaeróbias por leveduras, tecido muscular e outros tecidos 
animais, tendo observado que o tecido muscular, entre outros, produzia lactato a partir 
de glúcidos, na ausência de dioxigénio (27). Por out o lado, Warburg ao comparar a 
taxa respiratória de determinadas células cancerígenas com as de células saudáveis de 
rato observou que as primeiras possuíam a mesma taxa de consumo de dioxigénio que 
as células saudáveis, mas uma taxa de formação de lactato muito superior, mesmo na 
presença de dioxigénio, fenómeno descrito na literatura como efeito Warburg (27) (29). 
Essas alterações ao nível do metabolismo energético permite-lhes sobreviver em 
condições adversas como a hipóxia, promovendo a sua proliferação, progressão, 
invasibilidade e subsequente metastização em locais distantes do tumor inicial (28). 
Estudos comparativos entre células cancerígenas e células saudáveis, realizados 
posteriormente, permitiram associar, o aumento da tax  de glicólise com a produção de 
lactato, bem como a perda de capacidade para oxidar o piruvato, pelas células 
cancerígenas, com o acréscimo da sua capacidade para importar glicose ((30), 2010). 
Nesse tipo de células tem sido ainda detetado um incremento da gliconeogénese, da 
atividade glutaminolítica, da via das pentoses fosfat , da síntese de novo de lípidos e do 
turnover do glicerol, acompanhado por um decréscimo das vias de oxidação de resíduos 
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acilo e de perturbações no metabolismo dos aminoácid s. Essas alterações metabólicas 
têm vindo a ser utilizadas no prognóstico e na terapia dirigida do cancro (31) (28) (32). 
No metabolismo celular, a acumulação e a disponibilização seletiva do potencial 
químico necessário aos processos bioquímicos é fundamental. A degradação de 
nutrientes culmina em muitos casos na formação de acetil-CoA, o qual ao ser oxidado 
pelo ciclo do citrato liberta equivalentes redutores que são posteriormente utilizados 
pela cadeia respiratória para gerar ATP. Por exemplo, a glicose resultante da degradação 
de glúcidos mais complexos pode ser importada pela célula com recurso a 
transportadores transmembranares específicos. Uma vez no citoplasma, a via de Ebden-
Meyerhof-Parnas metaboliza então a glicose com a redução de duas moléculas de NAD+ 
a NADH + H+ e formação líquida de duas moléculas de piruvato e duas de ATP (Figura 
1.1). O piruvato pode então ser transferido para o mitocondrio onde o complexo 
multienzimático piruvato desidrogenase (PDH) o converte em acetil-CoA, intermediário 
que reage com o oxaloacetato para dar citrato, iniciando o ciclo do citrato, outro 
percurso metabólico gerador de equivalentes redutores sob a forma de NADH e FADH2 
que ao serem oxidados pela cadeia respiratória geram ATP, contribuindo com cerca de 
90% do potencial químico necessário para o normal funcionamento da célula eucarionte 
(28) (31) (Figura 1.1). 
Face ao exposto, pode assumir-se que o mitocondrio desempenha um papel 
relevante no metabolismo energético, dado que é nesse organelo que é sintetizada a 
maior parte do ATP celular via fosforilação oxidativ . No entanto, algumas células 
cancerígenas suprimem o metabolismo mitocondrial, como descrito pelo efeito 
Warburg, alteração que as torna maioritariamente dependentes do metabolismo 
fermentativo para a produção de ATP, exibindo assim um fenótipo glicolítico aeróbio, 
fenómeno que parece contribuir para aumentar a taxa de proliferação celular. Essa 
alteração metabólica poderá também diminuir a formação de ROS intracelular, evitando 
que a célula defeituosa morra por apoptose (29). Alguns autores descrevem ainda a 
ocorrência de uma correlação estreita entre o fenótipo glicolítico e a invasividade 
tumoral (33). Contudo, não se pode generalizar essa perturbação a todo o tipo de células 
cancerígenas, uma vez que algumas delas conservam o mitocondrio funcional, obtendo 
o ATP necessário à sua sobrevivência através da fosforilação oxidativa (29). Além 
disso, também já foi demonstrado que algumas células cancerígenas podem alternar 
reversivelmente entre metabolismo fermentativo e oxidativo, dependendo da 
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disponibilidade de glicose e de outras condições do crescimento (34) (35) (36). Alguns 
estudos propõem um modelo que postula que as células “glicolíticas” podem estabelecer 
uma simbiose metabólica com as "oxidativas". Esta nova teoria torna de máxima 
importância o estudo do metabolismo energético de células cancerígenas. Uma 
caraterística deste tipo de células corresponde então à supressão induzida pela glicose da 
respiração celular, reversível e de curto prazo, por vezes designada por "efeito de 
Crabtree" (37) (38). 
O efeito de Crabtree foi descoberto em 1926 por Herbert G. Crabtree quando 
realizava estudos relativos à utilização de glúcidos p r células tumorais. Este autor 
observou que a glicose comportava-se como inibidor do metabolismo respiratório nesse 
tipo de células. O fenómeno parece não ser exclusivo das células cancerígenas, uma vez 
que tem sido detetado em células normais, com taxa de divisão elevada, como as da 
mucosa intestinal, embrionárias e do tecido renal, em leveduras e em bactérias (28).  
Alguns investigadores têm procurado explicar o efeito Crabtree, postulando 
hipóteses mecanísticas que interpretem o silenciamento mitocondrial detetado em 
células cancerígenas, nomeadamente: (i) a competição entre a glicólise e a fosforilação 
oxidativa para o ADP e o fosfato inorgânico (Pi), a ocorrência de défice respiratório 
quando se aumenta a disponibilidade em glicose; (ii ) o aumento da produção de ácido 
láctico, o consequente decréscimo do pH citoplasmático seguido pela inibição dos 
enzimas oxidativos; (iii ) a indução pela glicose da libertação de iões cálcio do lúmen do 
retículo endoplasmático para o citoplasma, associada ao aumento dos níveis de cálcio 
mitocondrial implicado na associação das subunidades constituintes dos subcomplexos 
F1 e F0 do complexo multienzimático ATP sintase e sua consequente inibição; (iv) o 
aumento da produção de ROS pelo metabolismo da glicose om aumento de danos na 
membrana mitocondrial e consequente repressão do metabolismo respiratório; (v) a 
ocorrência de mecanismos multifacetados que envolvem alterações na razão ATP/ADP, 
no conteúdo em Pi, na atividade enzimática G6PD e no pH citoplasmático, entre outros, 
capazes de regular o referido efeito (39) (28) (40)1 . 
Meyerhof observou que o consumo de dioxigénio por leveduras da cerveja, que 
cresciam apenas em meio tamponado ou enriquecido com glicose era semelhante (42) 
(43). Essa constatação de Meyerhof que foi posteriormente detetada em diferentes 
estirpes de Saccharomyces cerevisiae pode ser resumida do seguinte modo: em meios 
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com níveis elevados de glicose o catabolismo glucídico é fermentativo, mesmo em 
culturas gaseificadas, não ocorrendo o efeito Pasteur (42) (44). 
O efeito de Crabtree descreve assim um fenómeno pelo qual o crescimento 
respiratório de alguns tipos de leveduras como a S. cerevisiae é inibido ou reprimido 
pela presença de hexoses, em particular a glicose. Quando os níveis de glicose são 
elevados no meio de cultura a levedura consome preferencialmente esse substrato 
nutricional e só começa a utilizar outras fontes de carbono, como o etanol ou o glicerol 
quando a glicose se esgota. Desta forma é usualmente observada uma alteração no 
declive da fase exponencial da curva de crescimento das leveduras Crabtree-positivas 
devido à carência de glicose no meio, determinada pel  reprogramação da expressão 
génica fermentativo-respiratória, previamente descrita e referenciada na literatura como 
desvio diáuxico (45) (46).  
O efeito de Crabtree manifesta-se sempre que S. cerevisae se encontra em 
condições totalmente aeróbias e utiliza glicose como fonte de carbono. Este fenómeno 
que depende da concentração de glicose no meio de cultura, determina o tipo de vias 
metabólicas que a célula adota para obter o ATP que sustenta o seu crescimento e 
sobrevivência. Em geral ocorre uma predominância da via fermentativa que inclui a 
glicólise e a fermentação alcoólica/lática sobre a via respiratória, onde o piruvato é 
descarboxilado a acetil-CoA que é oxidado pelo ciclo do citrato para gerar equivalentes 
redutores sob a forma de NADH e FADH2, utilizáveis pela cadeia respiratória para 
fosforilar ADP em ATP (Figura 1.1). A extensão em que o ciclo do citrato e a cadeia 
respiratória se expressam, depende da espécie de levedura e do efeito de Crabtree. A 
inibição do catabolismo glucídico pode ter origem no transporte de um glúcido 
particular para o interior celular que causa a inibição de outro sistema de transporte de 
outros glúcidos (32). Alguns estudos sugerem que a glicólise aeróbia pode ainda ser 
acompanhada por um aumento da taxa de absorção da glicose com acidificação do meio 
extracelular, uma resposta já descrita anteriormente como vantajosa para o seu 
crescimento. A taxa global de produção de ATP nesta situ ção torna-se então superior à 
taxa produzida pela respiração mitocondrial, com menores custos de produção 
enzimática ou de aumento das atividades enzimáticas fermentativas (31) (47) (48).  
No entanto, a taxa de proliferação celular não depende apenas do suporte 
energético adequado sob a forma de nucleósido trifosfatos, mas também do fluxo de 
derivados de glicose ou de aminoácidos para as vias biossintéticas que suportam a 
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duplicação da biomassa ao longo do ciclo celular. Pa além do consumo de energia e 
de precursores de compostos de carbono, o crescimento c lular requer diversas reações 
anapleróticas que estabilizem os níveis de estado estacionário dos intermediários do 
ciclo do citrato ou que participem na estabilização do ambiente redox mediado pelos 
pares redox NAD+/NADH e NADP+/NADPH. Alguns autores admitem ainda que o 
abrandamento da atividade mitocondrial e a consequente geração de ROS, poderão 
prevenir a morte celular por apoptose (49) (50).  
Contudo, em células diferenciadas não proliferativas, s vias biossintéticas 
anapleróticas exibem níveis de expressão diminutos ou inexistentes, permitindo a 
oxidação completa da glicose no sentido da obtenção máxima de ATP (49). 
A via das pentoses fosfato (PP), também conhecida como desvio metabólico das 
hexoses monofosfato ou via do fosfogluconato ramifica a partir do primeiro passo da 
glicólise, catalisado pela hexocinase e consome glicose-6-fosfato (G6P) como substrato 
primário (Figura 1.1). Apesar de Otto Warburg ter dscoberto que este passo de 
oxidação da glicose-6-fosfato requeria NADP+ como coenzima, foram Bernard 
Horecker, Fritz Lipman e Efraim Racker que esclareceram completamente a via PP, nos 
anos 50 do século XX (51) (52). Esses estudos revelaram ainda que para além do papel 
primário de gerar pentoses fosfato e ribonucleótidos, a via PP constituía a principal 
fonte de NADPH, desempenhando um papel essencial na estabilização do ambiente 
redox da célula. A via das pentoses fosfato engloba dois ramos: i) oxidativo e ii ) não-
oxidativo. O ramo oxidativo que gera NADPH e ribonucleótidos possui três passos 
irreversíveis. O primeiro passo, mediado pelo enzima G6PD, envolve a conversão da 
G6P em 6-fosfogluconolactona acoplada à redução de NADP+ em NADPH. Este passo 
é seguido pela hidrólise da 6-fosfogluconolactona em 6-fosfogluconato, mediada pelo 
enzima fosfogluconolactonase (6PGL). O terceiro passo reacional envolve a 
descarboxilação oxidativa do 6-fosfogluconato em ribulose-5-fosfato (Ru5P), acoplada 
à redução de uma segunda molécula de NADP+ em NADPH que é catalisada pelo 
enzima 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH). A Ru5P é então convertida em 
ribose-5-fosfato (R5P) (Figura 1.1). O ramo não-oxidativo inclui uma série de reações 
reversíveis que recrutam intermediários glicolíticos adicionais, como a frutose-6-fosfato 
(F6P) e o gliceraldeído-3-fosfato (G3P) que podem sr convertidos em pentoses fosfato 
e vice-versa (51) (52) (53) (54) (Figura 1.1). A natureza reversível deste ramo, assim 
como a regulação alostérea dos enzimas que participm nesta via permite que a via das 
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PP se adapte às necessidades metabólicas da célula, oper ndo em diferentes modos. 
Quando é mais importante para a célula manter a homeostase redox do que sintetizar 
DNA, a via PP adapta-se acelerando o seu ramo oxidativo e desviando o ramo não 
oxidativo no sentido da formação de F6P a partir das pentoses fosfato que é convertida 
em G6P que reabastece o ramo oxidativo. Contudo, a maior parte das pentoses fosfato 
que são incorporadas no DNA de células replicativas, tem a sua origem na via PP (55). 
Consequentemente, a via PP pode ser desviada no sentido de gerar pentoses fosfato a 
partir de G6P pelo ramo oxidativo ou F6P e G3P peloramo não oxidativo (56) (57). O 
modo em que opera a via PP pode assim influenciar o flux  da glicose na glicólise e 
vice-versa. A via das pentoses fosfato torna-se deste modo essencial para as células 
cancerígenas, porque não só gera pentoses fosfato necessárias à sua elevada taxa 
específica de crescimento, mas também porque gera equivalentes redutores sob a forma 
de NADPH indispensáveis à biossíntese de novo de resíduos acilo e à sua sobrevivência 
em condições de stress. Descobriu-se que as células cancerígenas são capazes de 
modular direta ou indiretamente o fluxo da via PP, no sentido de esta via providenciar 
os precursores necessários à biossíntese de ácidos nucleicos, bem como os equivalentes 
redutores indispensáveis à biossíntese de resíduos acil  e à sobrevivência celular que 
asseguram a sua elevada capacidade proliferativa. A tivação da via PP em células 
cancerígenas permite-lhes assim gerar níveis elevados de equivalentes redutores sob a 
forma de NADPH que participam na redução de ROS, bem como níveis elevados de 
nucleótidos indispensáveis à síntese e reparação do DNA (58) (59).  
 
1.3. Saccharomyces cerevisiae – aplicações a estudos bioquímicos 
A Saccharomyces cerevisiae é um organismo eucarionte GRAS, vulgarmente 
utilizada há milhares de anos na panificação e na fermentação de bebidas alcoólicas 
como a cerveja e o vinho. Atualmente assume ainda particular importância para o 
homem quando utilizada como organismo modelo em estudo  de: i) caraterização da 
respostas ao stress oxidativo, osmótico ou alcoólico (60) (61); ii ) genética molecular, 
sendo o microrganismo eucarionte cujo genoma foi primei o sequenciado e iii ) 
comparação metabólica com células cancerígenas. Apresenta forma ovóide com 
aproximadamente 10 μm de comprimento e exibe caraterísticas estruturais e funcionais 
básicas comuns às de células eucariontes mais evoluídas, conservando, no entanto, 
algumas caraterísticas semelhantes às das bactérias, como seja a capacidade para crescer 
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em diversos meios nutritivos, líquidos ou sólidos e taxa de replicação rápida quando 
cresce sem restrição de nutrientes. Essas propriedades permitem desenvolver estratégias 
experimentais com elevado controlo das condições de crescimento (62) (63) (64) (65). 
A composição do meio de cultura constitui um dos vários fatores que se torna 
necessário controlar quando se trabalha com S. cerevisiae, uma vez que a fonte de 
carbono disponível poderá induzir alterações, morfológicas, bioquímicas e fisiológicas 
relevantes para a sua sobrevivência. Quando inoculada em meio de cultura que contenha 
uma fonte de carbono fermentável, como a glicose, a S. cerevisiae apresenta quatro 
fases distintas de crescimento: i) Fase lag, um período de adaptação ao novo meio, com 
taxa respiratória lenta que termina quando as células iniciam a fase seguinte; ii ) fase log 
ou exponencial onde crescem rapidamente e a sua massa aumenta exponencialmente. 
Nesta fase, onde a taxa de morte pode ser considerada vestigial relativamente à 
sobrevivência celular, as necessidades energéticas das células são maioritariamente 
supridas via metabolismo fermentativo, ocorrendo a acumulação de etanol (Figura 1.2) 
(45). No entanto, se a fonte de carbono no meio de cultura for apenas glicerol ou 
piruvato, as células de S. cerevisiae manifestam mesmo em fase exponencial, 
metabolismo respiratório (66) (11) (67) (68) (69) (70); iii ) A terceira fase do 
crescimento, pós-diáuxica, tem o seu início quando as células esgotam a maior parte da 
fonte de carbono fermentável, observando-se então grandes alterações fisiológicas e 
morfológicas (Figura 1.2). Nesta fase a expressão dos enzimas fermentativos encontra-
se bloqueada e as células passam a utilizar a respiração como principal via de síntese de 
ATP, utilizando os produtos da fermentação, maioritariamente etanol e glicerol, como 
fontes de carbono; iv) As células entram em fase estacionária quando os nutrientes se 
esgotam, cessando a divisão celular ocorrendo um abrandamento do metabolismo. A 
respiração torna-se então vital para a sua sobrevivência.  
As leveduras podem permanecer em fase estacionária du ante semanas ou 
meses, ocorrendo indução da síntese de glúcidos de reserva como o glicogénio e a 
trealose e reestruturação da parede celular, até atingirem o declínio que culmina em 
morte celular (32) (69) (71) (72) (70).  
A população de leveduras em fase estacionária subdivide-se em dois tipos de 
células: i) quiescentes, em fase G0 e ii ) não-quiescentes que apenas se formam durante a 
divisão celular final que ocorre na fase pós-diáuxica do crescimento. Em geral, as 
células não-quiescentes exibem níveis de ROS elevados e maior predisposição para 
 
FUNDAMENTO TEÓRICO   
 
 
 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
16 
morrer por apoptose. As células quiescentes ao fim de um longo período de tempo de 
incubação, também passam a expressar marcadores de apoptose e posteriormente de 






















Figura 1.2 Curva de crescimento de S. cerevisiae em presença de glicose onde a densidade celular foi 
estimada pela turbidez lida a 600 nm (adaptado de (78)). 
A longevidade das leveduras pode ser determinada de acordo com dois 
paradigmas distintos: o envelhecimento cronológico que corresponde à perda de 
viabilidade celular durante o período estacionário do crescimento e o envelhecimento 
replicativo que corresponde ao número de células-fihas produzidas por cada célula 
individualmente (79). Marcadores caraterísticos de apoptose que não se expressam em 
células em fase exponencial, têm sido detetados em células de S. cerevisiae em 
envelhecimento cronológico ou replicativo (75) (73) (74) (64) (80). Apesar de serem 
organismos unicelulares, as leveduras são por vezes capazes de desenvolver estruturas 
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de crescimento comunitárias em colónias ou em biofilme que possuem um elevado 
nível de complexidade e de organização interna (31) (81). 
O crescimento biológico é um evento químico que não difere de qualquer reação 
química orgânica que ocorra em meio aquoso, excepto o facto de ser extremamente 
complexo, sendo impossível expressar de forma precisa as reações que têm lugar no 
interior celular nesse evento. É no entanto menos difícil escrever uma equação para o 
processo de crescimento em termos do estado inicial de substâncias que façam parte da 
composição celular e que entrem na composição das células em formação e do seu 
estado final, o qual engloba células e outros produtos do crescimento (82) (83). 
O ambiente natural onde crescem os organismos vivos é aquele em que uma 
população localizada aumenta exponencialmente até exced r a sua capacidade ou 
encontrar fatores limitantes. A população então colapsa com a maior parte das células 
morrendo, revertendo a uma taxa metabólica muito baxa, ou esporolando. O período de 
tempo destes ciclos pode ser curto e medido em horas. Todas as células que crescem em 
ambientes aquosos, devido à elevada capacidade térmica mássica da água, resistem a 
alterações rápidas da temperatura. Em estudos termodinâmicos, pode-se garantir que a 
temperatura de crescimento microbiano permanece constante durante um ciclo de 
crescimento a pressão constante (83).  
Um dos principais desafios enfrentados pelos organismos unicelulares é o seu 
ambiente externo não ser estável, mas pelo contrário, o seu ambiente interno garantir a 
estabilidade necessária para salvaguardar um crescim nto o mais ordenado possível. 
Alterações drásticas nas condições de crescimento têm a capacidade de romper o 
ambiente celular interno, afetando funções críticas d  célula e deste modo evitando o 
crescimento normal (84).  
A Saccharomyces cerevisiae é um organismo cujas respostas ao potencial de 
destruição resultante de alterações ambientais levam à tenuação ou inibição total do 
crescimento, com perda de capacidade interna de reparação dos materiais celulares e de 
retorno a condições de crescimento adequadas. Por outro lado, bloqueiam ainda a 
tradução de proteínas ribossomais, de enzimas envolvidos no metabolismo glucídico, de 
desintoxicação de ROS, no folding e degradação de proteínas que podem ser 
interpretadas como uma resposta direta ao stress expressa em diminuição de taxa 
específica de crescimento (84). 
 
FUNDAMENTO TEÓRICO   
 
 
 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
18 
A literatura revela que o nível de ROS intracelular aumenta com a temperatura, 
podendo em situações de choque térmico ser interpreado como equivalente a condições 
de indução de stress oxidativo (85), onde a sobreposição de choque térmico com outro 
agente de stress como metais de transição pode despoletar respostas pró e antioxidantes 
que contribuam para a morte celular ou alternativamente para a termotolerância (62). 
Estes factos, foram confirmados em estudos onde se ob rvou que S. cerevisiae 
mutantes, privadas de enzimas antioxidantes como catalases, superóxido dismutases 
(SOD) e citocromo c peroxidases, mostravam maior sensibilidade à temperatura (50 °C) 
do que células onde ocorria a sobrexpressão de catalases e SOD as quais exibem maior 
termoproteção (86) (87). Alguns autores descrevem ainda diversos estudos que revelam 
semelhanças entre o metabolismo energético de leveduras Crabtree positivas e o de 
células tumorais, como a repressão do metabolismo oxidativo induzida pela glicose, 
mesmo na presença do O2, fenómeno vulgarmente designado por "glicólise aeróbia", 
comum aos dois tipos de células (31). Deste modo, a S. cerevisiae, um microrganismo 
Crabtree positivo (18) constitui um modelo metabólico de excelência para o rastreio de 
drogas utilizadas em terapias anti-tumorais (33) (38 . Esta abordagem é possível porque 
se observou um aumento das atividades enzimáticas glicolíticas hexocinase, 
fosfofrutocinase e piruvato cinase em leveduras onde o metabolismo fermentativo foi 
induzido pela adição de glicose (33) (88). O aumento da atividade fosfofrutocinase 
parece dever-se apenas ao aumento da disponibilidade intracelular do seu ativador 
alostéreo, frutose 2,6-difosfato, não sendo mencionadas alterações nos níveis de 
expressão. Outro factor que suporta a utilização de S. cerevisiae como modelo 
biológico, no rastreio de drogas antitumorais, prende-se com a semelhança entre 
leveduras fermentativas aeróbias e células tumorais, no que diz respeito à regulação dos 
níveis de piruvato intracelular, uma vez que a sua utilização pelo ciclo do citrato parece 
ser limitada pelo abrandamento da sua oxidação em células com metabolismo 
citoplasmático fortemente ativo (89) (90) (91). Além do exposto foi descoberto que os 
genes que codificam os enzimas piruvato desidrogenase, cinases e respetivas fosfatases 
de mamíferos apresentam elevada homologia sequencial com genes de leveduras. O 
passo de fosforilação do piruvato desidrogenase é particularmente importante uma vez 
que modula a sua atividade catalítica, tanto em leveduras como em mamíferos, sendo a 
sua forma desfosforilada detetada em células onde ocorra preferencialmente o 
metabolismo oxidativo (92). Embora o destino do piruvato citoplasmático, em 
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leveduras, não siga maioritariamente o destino detetado em células tumorais, este 
intermediário continua a fazer parte de uma encruzilhada metabólica relevante, uma vez 
que o desvio do fluxo de carbono para a via fermentativa está usualmente associado ao 
bloqueio da disponibilidade de substrato para a via oxidativa, traduzindo-se num 
aumento preferencial da actividade piruvato descarboxilase (PDC) de leveduras 
fermentativas ou da atividade lactato desidrogenase (DLD) de células cancerígenas. 
Assim, a redução do piruvato citoplasmático a acetald ído mediada pelo enzima 
piruvato descarboxilase, seguido pela formação de etanol, acoplada à reoxidação do 
NADH citoplasmático, via álcool desidrogenase (ADH) constitui em S. cerevisiae um 
ponto relevante de comparação metabólica com células t morais que neste caso se 
manifesta preferencialmente por um aumento da fermentação láctica via lactato 
desidrogenase (33) (93) (94). Contudo, a redução do piruvato citoplasmático a lactato, 
via lactato desidrogenase também pode ocorrer em S. cerevisiae, constituindo um passo 
enzimático adicional que permite estabelecer o paralelismo metabólico entre células 
cancerígenas e células de levedura (95). Convém ainda referir que à semelhança do que 
foi descrito para células tumorais, também se observou em S. cerevisiae fermentativas 
aeróbias um abrandamento do ciclo do citrato, ao nível das actividades catalíticas 
aconitase, isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase, bem como das actividades 
sucinato desidrogenase e citocromo c oxidase dos complexos II e IV da cadeia 
respiratória mitocondrial (96). Caraterísticas metabólicas adicionais exibidas por células 
tumorais, como limitações nos níveis intracelulares d  ADP e de Pi, decréscimo da 
capacidade respiratória induzida por iões Ca2+ e decréscimo da permeabilidade da 
membrana externa mitocondrial, inibição da cadeia rspi atória mediada pela frutose-
1,6-difosfato foram igualmente detetadas em leveduras fermentativas aeróbias (97) (93). 
Para além do que tem vindo a ser descrito, a utilização da Saccharomyces cerevisiae em 
estudos de crescimento, senescência e morte celular, bem como de resposta ao stress, ou 
de caraterização de falhas em vias de sinalização celular, associadas a doenças 
degenerativas de eucariontes multicelulares e evoluti amente distantes, têm sido 
frequentemente descritas na literatura, onde este microrganismo é amplamente 
recomendado como modelo biológico (98) (99) (100) (1 1) (102) (103). 
Os primeiros estudos de senescência celular em que foram utilizadas S. 
cerevisiae, ocorreram há mais de 50 anos, e mostraram que as leveduras possuiam 
capacidade replicativa finita (104). Estudos recentes sugerem que poderá existir relação 
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entre a apoptose e a senescência celular em leveduras (74). A literatura revela também 
que diversos fenómenos que decorrem durante a apoptose de S. cerevisiae, 
nomeadamente mutações no gene cdc48 e sobrexpressão do gene bax, são comuns a 
outros sistemas celulares que se encontram na mesma situ ção. Ao nível do 
envelhecimento celular e stress oxidativo, outros estudos revelaram que neste 
organismo as ROS acumulam-se durante o desvio diaúxico e fase estacionária do 
crescimento destes microrganismos, quando alteram o seu metabolismo de respiratório-
fermentativo para respiratório (105) (106) (107).  
Todavia, não se encontrou descrito na literatura qualquer estudo que 
correlacione respostas do metabolismo energético e do metabolismo antioxidante de S.
cerevisiae ao contacto com nanopartículas de metais de transição com diferentes 
dimensões moleculares, em condições de choque térmico, aspetos inovadores do estudo 
aqui proposto. 
A S. cerevisiae UE-ME3 é uma estirpe vínica nativa do Alentejo, Portugal que 
possui propriedades fisiológicas específicas e únicas que lhe facilitam a sobrevivência 
em ambientes extremos, como os dos mostos onde ocorrem níveis elevados de glúcidos 
(140-160 g/L) e de álcool (superior a 15 % (v/v)), pH ácido (3,0 - 3,5) e baixo teor em 
nitrogénio, lípidos e vitaminas (108) (109). A estirpe UE-ME3 é desde há alguns anos 
utilizada no Laboratório de Bioquímica Analítica da Universidade de Évora, em estudos 
bioquímicos de sobrevivência a fenilureias, triazins e metais de transição (110) (111). 
 
1.4. Metabolismo energético 
1.4.1. Compartimentação celular e metabolismo do NADH  
Tal como em outras células eucariontes, o metabolism  de S. cerevisiae não 
pode ser compreendido sem ter em conta fenómenos de compartimentação metabólica. 
Os microcorpos que incluem os peroxissomas e os glixissomas, desempenham um 
papel importante durante o crescimento de S. cerevisiae em fontes de carbono não 
fermentáveis (112). No entanto, neste contexto focar-se-á preferencialmente no papel do 
citoplasma e dos mitocondrios. A membrana interna mitocondrial é virtualmente 
impermeável a coenzimas nucleótidopiridínicos. Consequentemente o equilíbrio redox 
dita quais os coenzimas reduzidos que devem ser reoxidados nos compartimentos onde 
são gerados. Contrastando com o turnover do NADPH, que ocorre predominantemente 
no citoplasma (113) (114), o turnover do NADH ocorre a taxas elevadas tanto no 
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citoplasma como na matriz mitocondrial. Por exemplo, durante o crescimento 
respiratório em presença de glúcidos, o NADH é gerado no citoplasma pela glicólise, 
assim como na matriz mitocondrial pelo ciclo do citrato. O mecanismo que acopla a 
oxidação do NADH nestes dois compartimentos com a cadeia respiratória será discutido 
posteriormente. A taxa relativamente baixa do turnover do NADH no citoplasma e 
matriz mitocondrial depende fortemente da fonte de carbono. Por exemplo, a 
dissimilação do lactato pela S. cerevisiae, iniciada pela oxidação do lactato em piruvato, 
via lactato desidrogenase, não gera NADH citoplasmático (95) (115). Contudo no 
crescimento em presença de etanol, a situação é ambígua. A S. cerevisiae contém pelo 
menos duas álcool desidrogenases citoplasmáticas e pelo menos um isoenzima 
mitocondrial (116) (117). Embora se acredite que apn s um dos enzimas álcool 
desidrogenase citoplasmáticos, adph2p seja responsável pela dissimilação do etanol 
(117), foi observado que mutantes com deleção prototrófica, possuem atividade álcool 
desidrogenase reduzida e exibem em etanol um máximo de taxa específica de 
crescimento específica 30% inferior à correspondente s irpe nativa CEN.PK 113-7D. 
Isto sugere que o crescimento em etanol pode envolver a oxidação do etanol em aldeído 
em dois compartimentos diferentes. A assimilação de glicose em biomassa envolve a 
redução líquida do NAD+ em NADH. Esta produção assimilatória de NADH está sujeita 
a compartimentação metabólica. Baseado na composição da bioamassa de S. cerevisiae, 
tem sido estimado que cerca de 60-80% do NADH formado pela degradação da glicose 
está acoplado a reações biossintéticas de aminoácidos (113) (114). Embora a localização 
dos enzimas não seja conhecida em todos os casos, cálculos grosseiros mostraram que 
30-50% do NADH produzido na síntese de aminoácidos, é gerada pela matriz 
mitocondrial (113). Nissen e colaboradores realizaram uma análise de fluxo quantitativa 
para o crescimento anaeróbico de S. cerevisiae e demostraram que grande parte do 
NADH mitocondrial derivava da síntese de α-cetoglutarato, o precursor do aminoácido 
glutamato (118). A síntese de outros aminoácidos a partir do glutamato ou de outros 
precursores contribuíam em menor extensão para a produção de NADH mitocondrial, 
enquanto que na síntese de DNA e RNA, apenas estão nvolvidos os coenzima NADH e 
NADPH citoplasmáticos. Uma vez que os enzimas que participam na formação de 
glicerol são exclusivamente citoplasmáticos, a reoxidação anaeróbia do NADH 
mitocondrial requer um mecanismo de transporte que exporte equivalentes redutores 
para o citoplasma (118). 
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1.4.2. Cadeia respiratória em Saccharomyces cerevisiae  
No crescimento respiratório, tanto o NADH citoplasmático como mitocondrial é 
reoxidado pela cadeia respiratória. O NADH gerado na matriz mitocondrial pode ser 
oxidado por uma NADH:ubiquinona oxidorredutase, també  denominada por NADH 
desidrogenase interna. Em contraste com o clássico complexo tipo I NADH 
desidrogenase, a NADH desidrogenase interna de S. cerevisiae não é inibida pela 
rotenona nem está acoplada à geração de força protomotriz (119). Este facto contribui 
para a baixa estequiometria do ATP da fosforilação oxidativa em S. cerevisiae. Tal 
como os mitocondrios das plantas, mas diferente dos mitocondrios de mamíferos, os 
mitocondrios de levedura oxidam o NADH citoplasmático directamente (120). O 
enzima responsável por esta reação é uma NADH:ubiquinona oxidorredutase, referida 
usualmente como NADH desidrogenase externa. Tal como a desidrogenase interna, está 
localizada na membrana interna mitocondrial, mas com o seu centro ativo virado para o 
espaço intermembranar, é insensível à rotenona e não bombeia protões (119). 
Alternativamente, o NADH citoplasmático pode ser oxidado pela cadeia respiratória 
pelo mecanismo de transporte de glicerol-3-fosfato que consiste numa glicerol-3-fosfato 
desidrogenase ligada ao NADH e uma glicero-3-fosfat:ubiquinona oxidorredutase 
ligada à membrana (121) (122). Todas as vias respiratórias de oxidação do NADH 
convergem para o pool de ubiquinona. A ubiquinona doa os seus electrões ao citocromo 
c via complexo bc1. A oxidação terminal do citocromo c é catalisada pelo citocromo c 
oxidase. A ocorrência do transporte de NADH através da membrana interna 
mitocondrial, bem como o eventual mecanismo que lhe est ja associado ainda não se 
encontra totalmente esclarecido em S. cerevisiae, este assunto voltará a ser discutido 
neste texto (119).   
A cadeia respiratória de S. cerevisiae difere da de outros fungos e plantas em 
alguns aspetos. Embora pareça existir alguma divergência quanto à oxidação do NADH 
em S. cerevisiae não ser sensível à rotenona, a não funcionalidade o complexo I nesta 
levedura constitui um facto comprovado uma vez que os genes codificantes das 
subunidades deste complexo multienzimático não se encontram presentes no seu 
genoma (123). Além disso, as plantas, os fungos filamentosos, diversas leveduras e 
alguns parasitas contém oxidases alternativas insensíveis ao cianeto que catalisam a 
oxidação direta da ubiquinona pelo dioxigénio sem gerar força protomotriz (124). 
Contudo, oxidases alternativas estão ausentes em S. cerevisiae, uma vez que o seu 
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genoma não contém genes para esse tipo de oxidases. Também têm sido detetadas 
diferenças metabólicas entre estirpes de S. cerevisiae no que diz respeito à importância 
de vias múltiplas de oxidação do NADH para a taxa máxi a da degradação oxidativa da 
glicose (125). 
 
1.4.3. Fosfatase alcalina e biodisponibilização de fosfato  
O termo fosfatase alcalina designa uma ampla famíli de isoenzimas cuja 
expressão depende da espécie e das condições fisiológicas a que um determinado 
indivíduo se encontra sujeito. Os enzimas ALP reconhecem como substratos moléculas 
que possuem um grupo fosfato (Pi) em posição terminal que é libertado para o meio de 
reação durante o percurso reacional, atuando como fsf transferases a pH alcalino, de 




Apesar de não ter sido ainda identificado um substrato natural para estes 
enzimas, a literatura atribui-lhes um papel relevante na manutenção da homeostase do 
fosfato inorgânico (Pi), na síntese e degradação de polifosfatos, surgindo muitas vezes 
associado, a processos como proliferação, diferenciação, sinalização, migração e defesa 
celular, meiose, mitose, apoptose ou ainda na modulação do metabolismo dos ácidos 
nucleicos (126) (127) (128). 
Este enzima dimérico possui no seu centro ativo dois iões zinco que se 
encontram envolvidos no processo de catálise, bem co o um ião magnésio que 
intervém na estabilização estrutural do centro catalítico (129). Os catiões metálicos 
divalentes são necessários para assegurar a atividade fosfatase alcalina, enquanto que 
agentes quelantes como o EDTA exercem um efeito inibitório (126) (130) (129). O 
enzima possui dois centros catalíticos que funcionam em alternância. Outros elementos 
de transição como o Mn, Co, Ni, Cu, Cd e Hg são capazes de ligar-se ao apoenzima 
estável. Contudo, apenas o Co2+ consegue reativar a atividade catalítica após 
substituição do Zn2+ (131).  
Em S. cerevisiae, os enzimas ALP são codificados por dois genes estruturais: 
pho8 e pho13, ambos localizados no cromossoma IV. O produto PHO8 ALP é uma 
proteína dimérica dependente de Mg2+/Zn2+, idêntica à detetada em células de 
XPnP Xpn  +  Pi 
ALP 
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mamíferos (132) (133). Essa proteína encontra-se localizada no vacúolo celular 
exibindo baixa especificidade para o substrato. Alguns autores relatam ainda que a 
actividade deste isoenzima pode ser bloqueada quando o ível de Pi do meio é elevado, 
funcionando este como inibidor competitivo. Contudo mesmo nessas condições o nível 
de atividade catalítica residual permanece superior ao expectável. O produto do gene 
pho13 é uma proteína monomérica com elevada especificidade para o p-
nitrofenilfosfato (p-NPP). Tal como o produto do gene pho8, a atividade catalítica desta 
proteína é fortemente influenciada pelo catião divalente Mg2+. No entanto a sua 
expressão não é perturbada pela presença de Pi do meio (132) (134) (135).  
 
1.4.4. Alguns enzimas envolvidos no efeito Crabtree  
Hexocinase (HXK) 
O enzima hexocinase, ATP-D-hexose-6-fosfotransferase, catalisa o primeiro passo 
regulador da via glicolítica (Figura 1.1) com transferência de um grupo fosfato do ATP 





O fluxo de carbono após este passo de investimento energético, onde a glicose é 
convertida em glicose-6-fosfato, pode seguir pela via glicolítica, com isomerização 
deste intermediário em frutose-6-fosfato, mediada pelo enzima glicose-6-fosfato 
isomerase; ou derivar pela via das pentoses fosfato (PP), cujo primeiro passo, catalisado 
pelo enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, participa na conversão da glicose-6-
fosfato em 6-fosfogliconolactona com formação de equivalentes redutores sob a forma 
de NADPH, necessários à biossíntese de lípidos ou à resposta antioxidante, ribose-5-
fosfato um precursor da biossíntese de nucleótidos, bem como ATP se acoplada à 
produção de equivalentes redutores (Figura 1.1). O enzima hexocinase é uma proteína 
alostérea de grande dimensão que manifesta comportaen o cooperativo entre duas 
subunidades assimetricamente unidas. Cada subunidade proteica encontra-se organizada 
em dois lóbulos separados por uma cavidade profunda, o local de ligação ao glícido. O 
ATP pode ligar-se de forma cooperativa entre as duametades do dímero e próximo de 
uma das moléculas glicídicas (136) (129) (137) (138). O enzima hexocinase de 
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localização citoplasmática, pode apresentar-se em duas isoformas quimicamente 
distintas: HXKI e HXKII. A forma HXKII é ativada por níveis baixos de fosfato 
inorgânico, citrato, malato, gliceraldeido-3-fosfato e ATP a pH inferior a 7,0, e inibida 
por níveis baixos de ADP e GDP (0,2-0,5 mM) se o pH da reação for estabilizado por 
soluções tampão sulfonadas. A literatura descreve esta isoforma como a principal 
responsável pela repressão pela glicose em Saccharomyces cerevisiae (139) (140).  
 
Piruvato cinase (PYK) 
O enzima piruvato cinase catalisa a conversão do fosf enolpiruvato em piruvato 






Do ponto de vista estrutural é descrito como um homotetrâmero com 
subunidades de 50-60 kDa organizadas em quatro domínios: N-terminal, A, B e C. O 
centro ativo encontra-se localizado entre os domínios A e B a cerca de 39 Å do centro 
de ligação ao efetor que se encontra localizado no domínio C. No tetrâmero, os 
domínios C adjacentes formam uma interface C-C, designada por "pequena interface”, 
enquanto que os domínios A estabelecem interfaces A-A, designadas por “grandes 
interfaces”. O domínio B funciona como um obturador móvel que modula o acesso ao 
centro ativo. Este domínio estabelece ainda ligações ao oxalato, ATP, Mg2+ e K+. Como 
enzima regulador do ut flow da via glicolítica, sofre modulação alostérea por efetores 
positivos como a frutose 1,6- difosfato e efetores n gativos como o ATP, citrato, acetil-
CoA, ácidos gordos de cadeia longa e alanina (141) (142) (143). Os genes que 
codificam o enzima piruvato cinase em S. cerevisiae, pyk1 e pyk2, expressam-se 
constitutivamente como os de outros enzimas glicolít s, sendo a sua expressão 
modulada pela presença de glicose no meio (144). A sequência nucleotídica responsável 
pela repressão da transcrição do gene pyk quando as células de levedura são cultivadas 
em fontes de carbono não fermentáveis já foi identificada e uma deleção nessa região do 
gene pyk1 bloqueia o crescimento quando as leveduras tilizam glicose ou outros 
glúcidos fermentáveis como única fonte de carbono. N  entanto, quando é 
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disponibilizado etanol ou lactato como fonte de carbono exclusiva, as leveduras seguem 
o seu perfil de crescimento. Tal facto sugere que existe uma via alternativa para a 
síntese de piruvato que eventualmente envolverá malato desidrogenase. O isoenzima 
PYK1 encontra-se também envolvido no ciclo celular, sendo inibido pela temperatura 
quando esta excede os 36 ºC e ativado por glicose e frutose-1,6-difosfato (FBP) (90). O 
isoenzima codificado pelo gene pyk2 responde à repressão catabólica pela glicose sendo 
insensível à presença de FBP. Pode por esse motivo permanecer ativo quando os níveis 
celulares de FBP são insuficientes para ativar a isoforma codificada pelo gene pyk1 
(145). Deste modo, a isoforma codificada pelo gene pyk1 pode ser considerada como o 
principal piruvato cinase da via glicolítica (90) (145). 
 
Piruvato descarboxilase (PDC) 
O enzima piruvato descarboxilase catalisa a descarboxilação oxidativa do 




Em S. cerevisiae, o enzima de localização citoplasmática (Figura 1.1) apresenta-
se sob a forma de um homotetrâmero com subunidades com a dimensão molecular de 
62 kDa e manifesta cinética cooperativa para o piruvato, efeito acentuado pela presença 
de fosfato quando o seu nível intracelular varia entre 5 e 15 mM. Todavia, o fosfato 
inorgânico pode comportar-se como inibidor competitivo quando o nível de exposição 
do enzima é igual ou superior a 25 mM (146) (147) (148). 
O enzima piruvato descarboxilase pode ser codificado por três genes estruturais: 
pdc1, pdc5 e pdc6. O gene pdc1 foi isolado por comple entação de mutantes de S. 
cerevisiae com baixa atividade piruvato descarboxilase, obtids por tratamento com 
etil-metil sulfonato. No entanto, mutantes onde o gene pdc1 foi silenciado 
manifestavam níveis elevados desta atividade catalítica. Tal facto levou à descoberta do 
gene homólogo pdc5 e permitiu inferir que a expressão dos genes pdc está sujeita a 
autorregulação. Um terceiro gene pdc, o pdc6 foi isolado por testes de hibridação de 
uma biblioteca genómica com uma sonda desenvolvida par o gene pdc1. Embora a 
sequência do gene pdc6 possua elevada semelhança sequencial com a dos genes pdc1 e 
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descarboxilase. Estudos realizados com S. cerevisiae sugerem que a atividade PDC é 
modulada pelos níveis intracelulares de diversos derivados metabólicos gerados pela 
glicólise. Deste modo, alterações na fonte de carbono disponível no meio de cultura 
podem afetar bruscamente parâmetros como viabilidade celular, pH ou a concentração 
de dioxigénio (5) (149). 
 
Álcool desidrogenase (ADH) 
O termo álcool desidrogenase designa um grupo de enzimas de ocorrência 
ubíqua que participam na interconversão de álcoois em aldeídos ou cetonas, processo 





Em leveduras, os enzimas álcool desidrogenase, codificados pelos genes adh1, 3, 
4 e 5 desempenham um papel relevante na fermentação do piruvato gerado pela 
glicólise, após a sua conversão pela PDC em acetaldeído, o substrato que reduzem a 
etanol (Figura 1.1). Em termos metabólicos, o seu papel biológico é por vezes entendido 
como um processo de reciclagem do coenzima NAD+, via fermentação alcoólica, um 
processo explorado pelo homem para produzir bebidas a partir de frutos ou grãos de 
cereais e pão. Por vezes, o etanol é convertido em ac taldeído pela adh2, produto que 
após conversão em acetato pelo enzima aldeído desidrogenase segue o percurso 
metabólico que envolve o ciclo do citrato com libertação de CO2 como produto final da 
reação (Figura 1.1). Os enzimas álcool desidrogenase de levedura possuem um tamanho 
molecular superior ao dos enzimas humanos, encontrando-se estruturalmente 
organizados em quatro subunidades. O seu centro ativ inclui o metal de transição 
zinco. Um isoenzima ADH de S. cerevisiae foi purificado pela primeira vez por 
Negelein em 1937 (150). De acordo com Pfam e a basede dados COG (151) (152) 
(153), o genoma de S. cerevisiae codifica cerca de doze isoenzimas ADH, nos quais 
estão incluídos ADH1, ADH2, ADH3, ADH5, ADH6, onde o zinco se encontra ligado 
ao motif GHEX2GX5(G,A)X2(I,V,A,C,S) (153). 
A atividade ADH é finamente regulada pela disponibilidade de glicose no meio 






FUNDAMENTO TEÓRICO   
 
 







cerevisiae (ADH1, ADH3, ADH4 e ADH5) são ativados por níveis levados de glicose 
no meio de cultura quando o fluxo de carbono glicídico se encontra preferencialmente 
deslocado para a via fermentativa, enquanto que a forma isoenzimática ADH2 é 
induzida por níveis baixos ou pela indisponibilidade e glicose no meio de cultura, 
associando-se à regeneração do piruvato, utilizado numa disponibilização de energia 
mais eficaz pela via respiratória (117) (154). O isoenzima ADH1 funciona como 
isoenzima fermentativo participando na oxidação do NADH em presença de 
acetaldeído. Por sua vez, o isozima ADH2, reprimido pela glicose, tem como principal 
função a oxidação do etanol. A principal diferença entre os dois isozimas parece estar 
localizada na posição 294 da sequência peptídica, onde  resíduo de metionina presente 
na forma isoenzimática ADH1 é substituido por um resíduo de leucina no isozima 
ADH2. O grupo metilo extra pode explicar a diferença de especificidade para o etanol e 
o diferente comportamento cinético. Existem ainda mais dois isoenzimas não essenciais, 
ADH6 e ADH7, que também se expressam em leveduras cin mil álcool desidrogenases 
(CAD) que participam na degradação da lenhina em álcoois superiores, com 
regeneração de equivalentes redutores sob a forma de NADPH (151) (154).  
 
Lactato desidrogenase (DLD) 
A literatura descreve para a Saccharomyces cerevisiae três genes que codificam 
lactato desidrogenases, dois que se expressam no mitocondrio, DLD1 e DLD2, que 
reconhecem exclusivamente o lactato como substrato, cujo papel biológico se 
desconhece: 
 
 e outra que se expressa no citoplasma (Figura 1.1), DLD3, que reconhece o 
piruvato como substrato:   
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O enzima lactato desidrogenase localizado maioritariamente no espaço 
intermembranar mitocondrial (DLD1), encontra-se parcialmente embebido na 
membrana mitocondrial. Em levedura, este flavo-hemo- nzima pode assumir também a 
designação de citocromo b2 (26) (155) (95) (156). 
A produção de lactato por S. cerevisiae vínicas é muito baixa. Por esse motivo, a 
restrição catabólica do metabolismo respiratório nesta espécie de levedura induz 
preferencialmente um aumento da expressão funcional dos enzimas que participam na 
fermentação alcoólica. (157) (5) (158). 
 
Piruvato desidrogenase (PDH)  
O complexo multienzimático piruvato desidrogenase (Mr = 8-9 x 106), pertence 
à família de complexos α-oxoácidos desidrogenase que catalisam a descarboxil ção 





Este complexo exibe três atividades catalíticas distribuídas por três tipos de 
subunidades independentes, u ualmente designadas por El (piruvato desidrogenase), E2 
(lipoato aciltransferase) e E3 (lipoamida desidrogenas ). 
Em S. cerevisiae, as subunidades El e E2 são exclusivas do complexo 2-
oxoglutarato desidrogenase enquanto que a subunidade E3 é partilhada pelo complexo 
α-cetoglutarato desidrogenase e complexo piruvato desidrogenase. A atividade catalítica 
E1 em microrganismos como a S. cerevisiae, é assegurada por duas subunidades E1α e 
E1β; o grupo α-hidroxilo do aldeído ativo ligado à subunidade α é oxidado e o grupo 
acetilo resultante pode acoplar-se ao cofator lipoamid  na subunidade E2, com a 
subsequente ligação ao CoA. A conversão do piruvato em acetil-CoA é pois catalisada 
pela ação concertada das quatro subunidades (Figura 1.1). No primeiro passo, o piruvato 
liga-se covalentemente ao pirofosfato de tiamina (TPP), o cofator da subunidade E1. 
Esta reação gera 2-α-hidroxietil-TPP, um aldeído ativo, cuja oxidação catalisada pela 
subunidade E3 dá-se acoplada à redução da lipoamida, ligada à subunidade E2, a 
dihidrolipoamida, que utiliza o coenzima NAD+ como aceitador de eletrões. A atividade 
do complexo piruvato desidrogenase é difícil de quantificar em extratos celulares em 
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bruto devido à degradação proteolítica e à interação com outros enzimas como o 
piruvato descarboxílase. Estudos realizados com frações mitocondriais sugerem que o 
complexo piruvato desidrogenase expressa-se tanto em condições anaeróbicas como 
aeróbicas utilizando etanol como fonte de carbono, um indício forte do papel do 
complexo piruvato desidrogenase em processos assimiladores mitocondriais que exigem 
aldeídos ativos ou acetil-CoA (5) (159). 
 
Citrato sintase (CS) 
O enzima citrato sintase, catalisa a formação de citrato a partir de acetil-CoA e 





Trata-se de uma transferase com localização na matriz mitocondrial, codificada 
pelo DNA nuclear, traduzida no citoplasma e posteriormente transportada para a matriz 
mitocondrial. Este enzima é vulgarmente utilizado como marcador quantitativo da 
funcionalidade dos mitocondrios. O enzima catalisa a formação de citrato, uma estrutura 
com seis átomos de carbono a partir de dois precursores, o acetil-coA e o oxaloacetato 
com dois e quatro átomos de carbono respetivamente. A reação constitui um dos passos 
reguladores do ciclo do citrato. O enzima sofre inibição alostérea por níveis 
intracelulares elevados da razão ATP/ADP e NADH+H+/NAD+, resposta que revela o 
papel relevante que desempenha na disponibilização de energia para a célula. O enzima 
pode ainda ser inibido pelo citrato e pelo succinil-CoA, exemplos de inibição retroativa 
pelo produto (160) (161). 
Enquanto membro do ciclo do citrato, participa numa via oxidativa terminal para 
onde converge a quase totalidade das vias degradativ s de nutrientes, onde o acetil-CoA 
é totalmente oxidado a CO2 e H2O, ao longo de quatro etapas que levam à formação de 
3 moléculas de NADH + H+ e 1 molécula de FADH2 por cada volta do ciclo, 
posteriormente oxidados pela cadeia respiratória com f rmação acoplada de ATP 
(Figura 1.1). Ao nível do passo reacional que envolve a atividade enzimática succinil-
CoA sintetase ocorre ainda a formação de GTP, um intermediário que dispõe de uma 
ligação monofosfoéster com potencial químico elevado. Por fim, o oxaloacetato, 
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intermediário aceitador de acetato, é regenerado no último passo do ciclo (Figura 1.1) 
(161).  
 
Succinato desidrogenase (SDH) 
O termo succinato desidrogenase ou complexo II, designa um enzima dimérico 
com localização na membrana interna mitocondrial que intervêm no ciclo do citrato e na 
cadeia respiratória, catalisando a oxidação do succinato a fumarato, acoplada à redução 






Do ponto de vista estrutural possui duas subunidades, com peso molecular 30 e 
70 kDa. Como a subunidade maior contém um núcleo flavínico fortemente envolvido 
no processo redox descrito anteriormente, o enzima pode ser descrito como uma 
flavoproteína. Por outro lado, como ambas as subunidades possuem centros de ferro e 
enxofre, pode ainda ser incluído no grupo das ferro-sulfo-proteínas. Curiosamente, o 
coenzima FADH2 gerado pela oxidação do succinato não se dissocia d  enzima, como 
acontece com o NADH gerado em outras reações de oxiação-redução. Tal facto leva a 
que o grupo prostético só possa ser reoxidado in situ. Assim, a forma reduzida do grupo 
prostético transfere os seus equivalentes redutores para a ubiquinona ou coenzima Q que 
se reduz a ubiquinol (QH2). Este liberta-se então do enzima, difundindo pela bicamada 
lipídica até alcançar o citocromo bc1 ou complexo III, o aceitador seguinte da cadeia 
respiratória que assegura mais uma etapa do fluxo de eletrões até ao aceitador final, o 
dioxigénio (Figura 1.1) (162). 
O ciclo do citrato progride em simultâneo com a hidratação do fumarato a 
malato, catalisada pelo enzima fumarase, seguida pel oxidação do malato a 
oxaloacetato, acoplada à redução do NAD+ a NADH + H+, pelo enzima malato 
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NADH (ubiquinona) desidrogenase I (NDHI) 
O termo NADH (ubiquinona) desidrogenase, também referido por coenzima Q 
redutase, complexo I desidrogenase, ou NADH-Coenzima Q redutase designa, em geral, 






Contudo, em S. cerevisiae não existe o complexo I, contrariamente ao que 
acontece em mitocondrios de outros eucariontes, expressando-se em alternativa três 
enzimas NADH desidrogenases insensíveis à rotenona, NDI1, NDE1 e NDE2, 
localizados na membrana interna mitocondrial que não se comportam como 
tranportadores transmembranares de iões H3O+ (111) (164).  
O NADH gerado na matriz mitocondrial, ao nível do complexo multienzimático 
piruvato desidrogenase e dos enzimas isocitrato desidrogenase, α-cetoglutarato 
desidrogenase e malato desidrogenase do ciclo do citrato, pode assim ser oxidado pelo 
enzima NADH (ubiquinona) desidrogenase interno (NDI1) que tem sido apontado como 
um regulador importante do ambiente redutor mitocondrial criado pelo NADH 
proveniente do ciclo do citrato e da oxidação do etanol pelo desvio metabólico 
acetaldeído/etanol (93). Os mitocondrios das leveduras, tal como os mitocondrios das 
células vegetais, oxidam diretamente o NADH citoplasmático. As duas atividades 
NADH desidrogenases externas (NDE1 e NDE2) encontram-se localizadas na 
membrana interna mitocondrial, mas com os seus centros ativos expostos ao espaço 
intermembranar. Como a membrana externa é permeável ao NADH (164) (165) e a 
membrana interna pelo contrário é impermeável ao coenzima reduzido, alguns autores 
tem atribuído a estes enzimas o papel de oxidar o NADH citoplasmático proveniente da 
glicólise, o qual pode também ser oxidado pela cadeia respiratória, via glicerol-3-fostato 
desidrogenase (38). Deste modo, os mitocondrios de lev duras, ao contrário dos 
mitocondrios de mamíferos, são capazes de oxidar diretamente o NADH citoplasmático 
sem se associarem ao transporte de protões (Figura 1.3) (164) (166) (167).  
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Figura 1.3 Representação esquemática da cadeia respiratória de S. cerevisiae. A vermelho estão 
assinalados locais de formação de ROS e a azul interaçõ s metabólicas com proteínas 
antioxidativas; BC1, Cit C, COX, CTT 1, GDP, GPX, GR GUT2, NDE1, NDE2, NDI1, 
PRX, Q, SDH, SOD (adaptado de (167)). 
Como descrito anteriormente, o complexo succinato desidrogenase participa na 
transferência de equivalentes redutores sob a forma de FADH2 do succinato, gerado 
pelo ciclo do citrato, para a ubiquinona ou coenzima Q na cadeia respiratória. Deste 
modo, a oxidação mitocondrial dos coenzimas NADH e FADH2 em S. cerevisiae 
converge para a ubiquinona que transfere os electrões ao citocromo c via complexo III. 
A oxidação do citocromo c com transferência de equivalentes redutores para o 
dioxigénio é posteriormente mediada pelo citocromo c oxidase, COX, ou complexo IV 
(167) (Figura 1.3). Do ponto de vista estrutural, os enzimas NADH desidrogenase de 
leveduras são muito mais simples do que o complexo I de mamíferos, constituídos por 
46 subunidades, onde sete das quais são codificadas pelo genoma mitocondrial (168). 
Por exemplo, o enzima NDE1 possui uma subunidade simples de 53 kDa ligada 
covalentemente ao dinucleótido FAD, codificada pelo DNA nuclear. Essa subunidade é 
sintetizada pelos ribossomas citoplasmáticos e importada para o mitocondrio. O núcleo 
flavínico e os centros de ferro e enxofre constituem os seus principais cofatores. Estas 
desidrogenases diferem do complexo I de mamíferos, pela insensibilidade à rotenona e 
pela ausência de centros redox de ferro-enxofre como referido anteriormente (167) (93) 
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Malato Oxaloacetato 
MAE1/ MDH1/ MDH3  
NAD
+ NADH+ H + 
(169) (170). A presença de NADH desidrogenases externas em leveduras poderá ser 
correlacionada com a indetetibilidade do transportad r malato-aspartato especulada por 
alguns investigadores, um dos mais importantes dos mitocondrios de mamíferos. 
Contudo, existem sistemas alternativos detetados em S. cerevisiae, como o glicerol-3-
fosfato desidrogenase e transportadores etanol-aldeído  (93) (116) (164) (165). 
 
Malato desidrogenase (MDH1, MDH2, MDH3 e MAE1) 
O termo malato desidrogenase designa um conjunto de enzimas que se 
encontram envolvidos em diferentes percursos metabólicos e ubiquamente distribuídos 
por seres procariontes e eucariontes que catalisam a descarboxilação oxidativa do L-
malato em oxaloacetato ou piruvato, CO2 e NAD(P)H, de acordo com a equação (171) 








Em Saccharomyces cerevisiae existem diferentes compartimentos celulares onde 
podem ser detetados isoenzimas distintos designados por malato desidrogenase 
(MDH1,2,3, EC 1.1.1.37 e MAE1, EC 1.1.1.38) que catalisam a interconvesão 
dependente de NAD(P)H do malato em oxaloacetato ou em piruvato (Figura 1.1).  Os 
enzimas MDH1 e MAE1 mitocondriais que catalisam esse tipo de reação ao nível do 
ciclo do citrato parecem ser vitais para assegurar o crescimento de S. cerevisiae quando 
este metaboliza acetato como fonte de carbono (175) 6 , uma vez que leveduras que 
não dispõem de genes funcionais codificantes da ativid de MDH1, não crescem nessas 
condições de cultura (177). O piruvato gerado durante  utilização aeróbia da glicose é 
oxidativamente descarboxilado para gerar acetil-CoA que é totalmente oxidado a 
dióxido de carbono e água pelo ciclo do citrato. Como descrito anteriormente, este ciclo 
também disponibiliza intermediários para a biossínte e de aminoácidos, resíduos acilo, 
hemo e glicose via gliconeogénese. O isoenzima MDH1 faz ainda parte do mecanismo 
de transporte de equivalentes redutores sob a forma de NADH que regula a razão 
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NAD+/NADH no citoplasma e no mitocondrio. A membrana inter a mitocondrial é 
impermeável ao NAD+ e NADH, mas alguns autores postulam que através do 
transportador malato-aspartato, o MDH1 e o AAT2 convertem o malato em 
oxaloacetato seguido da sua conversão em aspartato no interior do mitocondrio com 
redução do NAD+ a NADH. O aspartato pode então ser transportado para o citoplasma 
onde é reconvertido em oxaloacetato e posteriormente em malato pelo AAT2 e MDH2, 
regerando NAD+ a partir de NADH. O facto da sobrexpressão do isoenzima MDH1 
expandir a esperança de vida replicativa, aliado às evidências genéticas, sugere que esta 
via de transporte, cuja existência ainda gera alguma controvérsia, pode desempenhar um 
papel relevante na extensão da esperança de vida meiada por restrição calórica. 
Consistente com esta proposta sabe-se que a expressão do isoenzima MDH1 é sobre 
regulada durante a restrição calórica. O isoenzima MDH1 pode ser detetado na matriz 
mitocondrial e associado a um complexo supra molecular mitocondrial que inclui 
NADH desidrogenases e outros enzimas do ciclo do citrato, organização estrutural que 
facilita a transferência de metabolitos entre enzimas. Os isoenzimas MDH2 
citoplasmáticos, são gliconeogénicos indispensáveis ao crescimento de leveduras 
quando crescem em meio mínimo utilizando etanol, glicerol ou acetato como fonte de 
carbono (178), à semelhança do que acontece com o fosf enolpiruvato carboxicinase 
(PCK1) (179) e frutose-1,6-difosfatase (FBP1), outrs membros da via gliconeogénica 
(180). A literatura descreve ainda que a expressão génica destes enzimas sofre repressão 
catabólica pela glicose. Como referido anteriormente, os níveis do isoenzima MDH2 
podem ser modulados ao nível da transcrição pela glicose, ou degradados quando 
glicose é adicionada ao meio de cultura de células que cresceram em carência deste 
glícido. Este processo pode seguir duas vias: a proteossomal que exerce a sua ação após 
pequenos períodos de crescimento na ausência de glicose e a vacuolar que ocorre após 
longos períodos de carência de glicose. O isoenzima MDH3 peroxissomal, tem sido 
proposto por diversos autores como aquele que catalisa o passo do ciclo do glioxilato 
que leva à formação de intermediários metabólicos com 4 átomos de carbono a partir de 
precursores com 2 átomos de carbono (181) (182) sendo indispensável ao crescimento 
de S. cerevisiae que metabolizam oleatos como fonte nutricional  (183). 
Do ponto de vista estrutural, quase todos os isoenzimas MDH de levedura são 
homodímeros que possuem subunidades com massa molecular idêntica, 33500 
(MDH1), 40700 (MDH2) e 37200 (MDH3) exibindo sequência primária com  níveis de 
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identidade situados entre os 43 e os 50%. Relativamente ao enzima MAE1 a literatura 
apenas lhe atribui o peso molecular de 74380, sendo omissa a sua organização 
estrutural. Algumas diferenças detetadas na estruturas destes isoenzimas incluem, uma 
sequência de 17-resíduos de aminoácidos codificante da transferência do isoenzima 
MDH1 para o mitocondrio, removida durante o processo de importação (175) ou uma 
sequência de sinal que inclui o tripéptido Ser-Lis-Leu na região C-terminal, 
imprescindível à importação do isoenzima MDH3 para o peroxissoma (183). Além do 
que já foi referido, o isoenzima MDH2 possui uma extensão peptídica de 12 resíduos de 
aminoácidos, na região N-terminal não detetada nos isoenzimas MDH1 e MDH3. 
Embora a remoção dessa extensão gere um enzima trunc do designado por ΔnMDH2 
não influencia a sua atividade catalítica e torna-o resistente à inativação catabólica 
induzida pela glicose. Estirpes mutantes que expressam o isoenzima ΔnMDH2, 
manifestam adaptação lenta à utilização da glicose mo fonte de carbono (171) (184). 
Estudos in vivo revelaram ainda que enzimas ΔnMDH2 cataliticamente ativos não 
funcionam adequadamente na gliconeogénese (177). Devido às condições de equilíbrio 
desfavoráveis para a formação de oxaloacetato a partir do malato (ΔG0′ ≅ +29288 
kJ/mol), tem sido proposto que interações físicas entre o enzima malato desidrogenase e 
o enzima que lhe sucede no mesmo percurso metabólico podem ser necessárias para 
assegurar a transferência direta do oxaloacetato (185), um intermediário que existe em 
níveis de concentração muito baixos na célula. Interações entre enzimas do ciclo do 
citrato, malato desidrogenase e citrato sintase, bem como entre MDH2, PCK1 e FBP1 
descritas em leveduras e outros organismos constituem um bom suporte experimental a 
esse modelo (177). Como referido anteriormente, o piruvato, um intermediário chave na 
assimilação de glúcidos por Saccharomyces cerevisiae é também um precursor da 
síntese de aminoácidos como a alanina, leucina, isoleucina, e valina (5) (186). Em geral, 
este intermediário pode ser disponibilizado pelo último passo da via glicolítica, mediado 
pelo enzima piruvato cinase quando a levedura cresce na presença de glúcidos. No 
entanto, a literatura descreve ainda que o enzima pruvato cinase perde a função que 
desempenha na assimilação de glúcidos quando S. cerevisiae cresce na presença de 
acetato ou de alcoóis como o etanol ou o glicerol. C ntudo, a formação de piruvato 
como precursor de aminoácidos continua a ser assegurada por duas vias alternativas: 
aquela que envolve a descarboxilação oxidativa do malato em piruvato onde participa o 
enzima malato desidrogenase (MDH2) e aquela que envolve o ciclo do glioxilato com 
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formação de fosfoenolpiruvato a partir do acetil-CoA e o enzima gliconeogénico 
fosfoenolpiruvato carboxicinase que disponibiliza o substrato para o piruvato cinase 
(174). Fiaux e colaboradores em 2003 revelaram que a síntese d  fosfoenolpiruvato 
(PEP) a partir de pentoses não era detetável em S. cerevisiae, facto que sustenta a 
hipótese de o catabolismo da glicose decorrer quase exclusivamente pela via glicolítica 
(187). Apesar de não ter sido detetado catabolismo da glicose pela via das pentoses 
fosfato (PP) (187) em S. cerevisiae de cultura descontínua, estudos com marcação 
fracionada e biossinteticamente dirigida de aminoácid s com 13C, seguida por análise 
METAFoR de espetros de RMN, permitiram quantificar metabolitos intracelulares 
derivados de substratos específicos como a His que evid nciam atividade anabólica da 
via PP, detetando fragmentos C5 de glicose intatos no pool das pentoses (188) (189). 
Estes resultados constituem evidências do fluxo anabólico significativo pela via PP com 
formação do precursor de biomassa pentose-5-fosfato (P5P), onde mais de 32% desse 
intermediário se formou diretamente a partir da glicose graças à contribuição de 
transcetolases associadas ao catabolismo da glicose que facilitam a transferência do 
gliceraldeído-3-fosfato (G3P) da via glicolítica para via PP não oxidativa (187).  
O citrato, outro intermediário do ciclo também pode s r transferido do 
mitocondrio para o citoplasma. O acetil-CoA, um precu sor para síntese dos ácidos 
gordos de cadeia longa e esteróis, gerado no mitocondrio pelo complexo piruvato 
desidrogenase não é facilmente transportado pela membrana interna mitocondrial. O 
passo que envolve a clivagem do citrato permite ultrapassar este problema. O citrato 
gerado pelo enzima citrato sintetase do ciclo do citrato, pode ser transportado através da 
membrana mitocondrial interna pelo transportador tricarboxilato. Este é então clivado 
no citoplasma pelo enzima ATP citrato liase, também designado por enzima envolvido 
na clivagem do citrato, para formar acetil-CoA e oxal acetato, reação que não 
corresponde à reversão da que é catalisada pelo enzima citrato sintetase, uma vez que 
requer a hidrólise de ATP (Figura 1.1). O oxaloacetto pode entretanto ser rapidamente 
reduzido a malato, que é posteriormente convertido pel enzima malato desidrogenase 
em piruvato e NADPH, uma fonte de equivalentes redutores indispensáveis a processos 
biossintéticos que ocorrem no citoplasma, como a biossíntese de ácidos gordos (Figura 
1.1). 
O citrato desempenha assim um segundo papel na biossíntese dos ácidos gordos 
como ativador alostéreo do enzima acetil-CoA carboxilase que catalisa um eventual 
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passo limitante da lipogénese. O citrato conduzido para o citoplasma não pode regressar 
ao mitocondrio porque o seu transporte dá-se a uma taxa insignificante através da 
membrana interna mitocondrial. Contudo, a redução do xaloacetato a malato que pode 
ser descarboxilado a piruvato, pelo enzima malato desidrogenase, permite ao piruvato 
ser importado para o mitocondrio e seguir o seu percurso metabólico oxidativo habitual 
(Figura 1.1). 
A maior parte das células eucariontes, como as de lev dura, outros fungos, 
células vegetais (sementes) e células animais (adipócitos) acumulam lípidos. A extensão 
em que o fazem varia fortemente de espécie para espéci , exibindo cada caso diferente 
capacidade lipogénica. Nenhuma hipótese foi ainda lev ntada de forma a explicar esse 
tipo de diferenças, apesar de diversos investigadores proporem como principal ponto de 
controlo da taxa de síntese de lípidos o enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) (190) 
(191) (192). Contudo, a disponibilização do próprio acetil-CoA como unidade de dois 
carbonos utilizável na biossíntese de resíduos acilo, não constitui o passo limitante da 
acumulação de lípidos. Em microrganismos oleaginosos o acetil-CoA é gerado via 
acetil-CoA liase (ACL) (193), uma via comum à sua formação em plantas (194) (193). 
Contudo a atividade ACL não tem sido correlacionada com a extensão da acumulação 
de lípidos em microrganismos oleaginosos. A possibilidade de a atividade diacilglicerol: 
acil transferase (DAGAT) poder constituir o passo final da construção de 
triacilgliceróis, poderá conferir-lhe um papel crucial na acumulação de lípidos (195). O 
enzima malato desidrogenase (MDH2) parece desempenhar um papel importante na 
disponibilização de equivalentes redutores, sob a forma de NADPH utilizáveis na 
biossíntese de lípidos in vivo, uma vez que nenhum outro enzima consegue duplicar a 
geração desses equivalentes redutores em resposta a estímulos celulares. Por outro lado, 
a perda da atividade malato desidrognase (MDH2) parece bloquear a acumulação de 
lípidos. Aparentemente, nenhuma outra atividade enzimática tem mostrado uma 
correlação tão forte com a extensão da acumulação de lípi os. Assim o factor crucial na 
regulação da acumulação de lípidos parece dar-se ao nível da disponibilização de 
equivalentes redutores e não dos níveis de fonte de carbono, inferindo-se deste modo 
um papel relevante e específico do enzima malato desidrogenase no aprovisionamento 
de NADPH para a síntese de lípidos. A existir um metaboloma lipogénico (160), do 
qual façam parte o enzima ATP citrato liase (ACL) e o complexo multienzimático ácido 
gordo sintase (FAS), também deve incluir o enzima malato desidrogenase (MDH2) 
 
FUNDAMENTO TEÓRICO                 
 
 
 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
39 
(194) (196). A regulação do referido enzima parece implicar mecanismos de pré-
tradução, nomeadamente ao nível do processamento do RNA (196). 
 
Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 
O enzima glicose-6-fosfato desidrogenase é o enzima chave da via das pentoses 
fosfato (PP), uma série de reações que têm lugar no citoplasma cujo papel principal 
consiste na geração de equivalentes redutores sob a form  de NADPH indispensáveis à 
biossíntese de novo de materiais celulares, como os constituintes lipídicos, terpénicos e 
esteroídicos da célula; a produção de ATP a partir da glicose desde que se formem esses 
equivalentes redutores, e ainda a formação de ribose-5-fosfato, um precursor de 




A desidrogenação da glicose-6-fosfato é maioritariamente controlada pelos 
níveis intracelulares de NADP+. A presença do grupo fosfato no NADPH permite 
distingui-lo do NADH, facto que facilita a estabilização do ambiente redutor intracelular 
por maximização das razões NADPH/NADP+ e NADH/NAD+. Desta forma os 
processos biossintéticos e a glicólise podem permanecer ativos em simultâneo e a taxas 
elevadas. 
Os equivalentes redutores gerados por esta via podem ser ainda utilizados na 
resposta antioxidante mediada pelo ciclo de oxidação-redução do glutationo como 
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1.5. Stress oxidativo e resposta antioxidante em Saccharomyces 
cerevisiae  
O oxigénio diatómico pode ser considerado um diradical uma vez que a sua 
distribuição eletrónica mais estável, ou seja aquela que está presente no ar que 
inspiramos, possui dois eletrões desemparelhados em orbitais π* antiligantes distintas, 
com o mesmo estado de spin. O dioxigénio pode assim er considerado um agente 
oxidante por ser capaz de oxidar diretamente outro átomo ou molécula ao aceitar um par 
de eletrões com o mesmo estado de spin e que ocupam orbitais π* parcialmente 
preenchidas. No entanto, o O2 só pode aceitar um eletrão de cada vez, uma vez que de 
acordo com princípio de exclusão de Pauli, qualquer par de eletrões localizados numa 
orbital atómica ou molecular deve possuir estados de spin opostos. Esta restrição 
quântica explica a baixa reatividade do dioxigénio com não-radicais. Contudo a adição 
sequencial de um ou mais electrões ao O2 pode gerar espécies reativas (RS), como o 
radical anião superóxido (•O2-), o peróxido de hidrogénio (H2O2) ou o radical hidroxilo 
(•OH) com elevada capacidade para danificar estruturas lipídicas, proteicas e 
nucleotídicas da célula (62). As referidas espécies reativas de oxigénio (ROS) podem 
formar-se naturalmente na sequência de estímulos ambientais ou por reações paralelas 
do metabolismo energético aeróbio. A respiração mitocondrial que engloba a 
fosforilação oxidativa, contribui com a maior porção de ROS formada na célula 
eucarionte (200) (201). Os locais onde ocorre a fosforilação de ATP acoplada ao fluxo 
de electrões desde o NADH ou FADH2 até ao O2, constituem pontos de fuga de 
electrões capazes de reduzir diretamente o dioxigénio e de gerar ROS ao nível da 
membrana interna mitocondrial de eucariontes como a de S. cerevisiae (Figura 1.1 e 
1.3). De forma semelhante, a utilização do dioxigénio como aceitador de electrões no 
processo que assiste ao enrolamento/endobramento oxidativo das proteínas de 
membrana, leva a que o retículo citoplasmático possa também constituir fonte endógena 
de ROS. A β-oxidação de resíduos acilo que em levedura decorre maioritariamente no 
peroxissoma é igualmente considerada, por diversos autores, como um processo de 
geração endógena de ROS muito depende das condições e crescimento (200) (202). As 
células de levedura podem ainda contactar com espéci  reativas de oxigénio de origem 
exógena como aquelas que são induzidas por xenobiótic s, agentes cancerígenos e 
radiação (203). 
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Na década de 50 do século passado Denham Harman propôs uma teoria sobre o 
envelhecimento celular assente nesses pressupostos que foi posteriormente renomeada 
como teoria do stress oxidativo. Atualmente admite-se que o desequilíbrio na 
composição do meio intracelular entre espécies pró e antioxidantes pode levar à 
acumulação de danos oxidativos com perda progressiva da funcionalidade celular que 
determina o envelhecimento e morte prematuros (204). 
Apesar de muitos estudos de stress utilizarem o peróxido de hidrogénio como 
agente oxidante, devido à sua elevada solubilidade e estabilidade química, assume-se 
que nenhum agente oxidante pode ser considerado comindutor preferencial de stress 
oxidativo, uma vez que a maior parte das células consegue responder a estímulos 
despoletados pelas ROS ativando vias de resposta antioxidantes específicas (205). 
As espécies oxidantes podem ser agrupadas de acordo m a sua natureza 
química ou reatividade em i) espécies radicalares que possuem um electrão 
desemparelhado na sua orbital externa como os radicais hidroxilo (HO•), óxido nítrico 
(NO•) e o radical anião superóxido (•O2-) ou em ii ) espécies não-radicalares de elevada 
reatividade, como o peróxido de hidrogénio (H2O2) e o ácido hipocloroso (HOCl) (206). 
 O H2O2 pode formar-se pela redução direta do O2 ou como produto da respiração 
aeróbia, por dismutação do radical •O2-. Em geral, potencia a ocorrência de danos 
celulares em condições de stress oxidativo, por ser lipossolúvel e difundir facilment  
através da membrana celular. Contudo, esta molécula pode ainda ser utilizada em 
pequena extensão por vias de sinal, regulando diversos processos biológicos como a 
morte celular (205). A remoção do peróxido de hidrogénio pode dar-se por reações de 
Fenton e Haber-Weiss, mediadas por metais de transição, com consequente formação do 
radical hidroxilo (•OH.), um oxidante potente, capaz de gerar radicais lipídicos que em 
presença do radical anião superóxido podem converter-se m lipoperóxidos (207) (208) 
(209) (210). A exposição de leveduras a drogas que perturbem o ciclo do glutationo 
pode em muitos casos despoletar a geração de radical hidroxilo (211). Quando a célula 
se encontra em stress oxidativo pode: i) ativar adaptativamente vias de resposta 
antioxidativas que anulem o excesso de ROS; ii ) despoletar mecanismos de morte por 
necrose onde ocorre perda da integridade membranar com libertação de conteúdos 
intracelulares; ou iii ) despoletar morte por apoptose com formação de vacúolos 
citoplasmáticos e condensação da cromatina, sem perda da integridade membranar 
(212) (213) (214) (215).   
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A primeira linha de defesa contra as ROS passa por evitar a sua formação. A 
segunda linha de defesa envolve proteínas que as removem, bem como linhas de defesa 
secundária compostas por enzimas que removem e reparam produtos da oxidação de 
materiais biológicos (216). 
As defesas antioxidantes podem ser não enzimáticas e enzimáticas. O tripéptido 
γ-glutamil-L-cistenilglicina vulgarmente designado pr glutationo (GSH) desempenha 
um papel de relevo nas linhas de defesa não enzimáticas. O glutationo captura espécies 
reativas através do seu grupo sulfidrilo transformando-se em dissulfureto de glutationo 
(GSSG). Esta reação pode dar-se espontaneamente ou s r catalisada pelo enzima 
glutationo peroxidase (GPx) que desempenha um papel crucial na resposta antioxidante, 
reduzindo lipoperóxidos e/ou o peróxido de hidrogénio a alcoóis ou água, acoplada à 
conversão de glutationo em dissulfureto de glutationo (Figura 1.1). A reposição dos 
níveis de GSH decorre sob ação do enzima glutationo redutase (GR) que utiliza os 
equivalentes redutores sob a forma de NADPH, gerados pela glicose-6-fosfato 
desidrogenase (G6PD) um enzima chave da via das pentoses fosfato, como já foi 












O ciclo de oxidação-redução em que participam os enzimas GR e GPx permite 
manter a capacidade antioxidante nas células de levedura (Figura 1.1 e 1.3), por 
estabilização da razão glutationo/dissulfureto de glutationo entre 1 e 4 (221) (222). A 
literatura descreve diversos metais com capacidade p ra inibir enzimas envolvidos no 
metabolismo do glutationo, em particular o enzima glutationo redutase, confirmando a 
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H2O2 H2O + O2 
CTA 1/ CTT 1 
importante interferência destes elementos no ciclo de oxidação-redução do glutationo 
(223) (224). 
O gene gsh1 que codifica o enzima γ-glutamilcisteína sintetase e o gene gsh2 
que codifica o enzima glutationo sintase encontram-se diretamente envolvidos na 
biossíntese do GSH em S. cerevisiae. Leveduras mutantes nulas em gsh1 mostraram-se 
totalmente dependentes de fontes externas de GSH para assegurar o seu 
desenvolvimento, enquanto que mutantes nulas em gsh2 conseguiram crescer em meios 
não suplementados. Além disso, mutantes deficientes em gsh1 foram incapazes de 
crescer em meios não fermentativos como aqueles em qu  utilizam glicerol como fonte 
de carbono (62).  
A transferência de equivalentes redutores, sob a forma de NADPH, para o ciclo 
do glutationo é mediada pelo G6PD, um enzima cujo papel foi descrito anteriormente 
com maior detalhe a propósito da importância da via das pentoses fosfato no 
metabolismo energético, na disponibilização de precursores metabólicos que assistem 
ao crescimento celular e na resposta antioxidante de eucariontes (Figura 1.1) (225). 
Para além dos enzimas do ciclo do glutationo, as células possuem uma linha 
complementar de defesa enzimática que está envolvida na remoção das ROS ou na 
reparação dos danos celulares por elas induzidos, revertendo parcial ou totalmente as 
condições de stress oxidativo. Os enzimas catalase que participam na conversão do 
peróxido de hidrogénio em dioxigénio e água, são particularmente sensíveis a metais 
devido à presença do átomo de ferro do núcleo protoorfirínico IX do grupo hemo. Em 
S. cerevisiae existe a catalase A com localização peroxissomal (CTA 1) e a catalase T 





A literatura revela que leveduras em fase estacionária que não expressem os 
genes cta1p, codificante de CTA1 e ctt1p codificante de CTT1 exibem 
hipersensibilidade a peróxidos, demonstrando assim o papel relevante que estes enzimas 
desempenham na resposta antioxidante de S. c revisiae (226).  
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Os enzimas superóxido dismutase (SOD) que podem assumir localização 
citoplasmática (Cu/ZnSOD, SOD1) e mitocondrial (MnSOD, SOD2) catalisam a 




Os enzimas Cu/ZnSOD são os principais responsáveis pela remoção do anião 
superóxido do citoplasma e possivelmente dos peroxiss mas. Os enzimas MnSOD 
protegem maioritariamente o mitocondrio do radical anião superóxido gerado pelo 
metabolismo respiratório (Figura 1.1). Estirpes contendo mutações no gene 
mitocondrial do enzima MnSOD são sensíveis a concentração elevada de dioxigénio, 
apesar do seu crescimento em níveis de dioxigénio atmosférico ser aparentemente 
normal. Em contraste, estirpes contendo mutações no gene Cu/Zn sod tornam-se 
intolerantes a qualquer nível de dioxigénio (227). 
A célula pode entrar em stress oxidativo quando o fluxo de eletrões no 
mitocondrio por inibidores específicos ou concentração limitante de ADP ou ainda pela 
presença de xenobióticos que aceitem electrões da cadeia respiratória e os transferem 
para o dioxigénio. Em qualquer dos casos a formação de radical anião superóxido e de 
outras ROS é particularmente estimulada (213).  
Os peroxissomas de levedura são cruciais para o metabolismo de substratos 
específicos como resíduos acilo, n-alcanos, D-aminoác d s ou metanol. Estes substratos 
comportam-se como indutores da biogénese de peroxissomas, condicionando a 
quantidade e a expressão génica de enzimas peroxissomais específicos (228).  
A geração de ROS, maioritariamente H2O2, pode ainda ocorrer, pela ação de 
diversos enzimas peroxissomais, entre os quais se de tacam acil-CoA oxidases que 
participam na degradação dos ácidos gordos via β-oxidação. Como consequência, 
leveduras que cresçam na presença de resíduos acilo, apresentam níveis elevados de 
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1.6. Influência da temperatura em sistemas biológicos  
A velocidade de qualquer reação química em meio homogéneo depende da 
frequência de colisões entre reagentes, factor que pode ser influenciado pela 
concentração dos mesmos e pela energia cinética que lhe está associada. Deste modo, 
numa reação entre um enzima E e um determinado substrato S, a frequência de colisões 
pode ser calculada pelo produto de uma constante por [E][S]. Todavia, a frequência de 
colisões não é proporcional à velocidade da reação, pois apenas uma pequena proporção 
dessas colisões ocorre com energia suficiente, a energia de activação, Ea, para a 
promover. A lei de Maxwell-Boltzman indica que a frção de moléculas de um dado 
sistema que atinja esse mínimo de energia a uma dada temperatura, T, é 
aproximadamente proporcional ao termo /, onde R representa a constante dos 
gases perfeitos. Deste modo, a frequência de colisões eficazes é dada pela equação:  
 
Frequência de colisões eficazes = v = constante [E][S]	/  (1) 
 
a qual pode ser reescrita na forma:     v = k[E][S] (2) 
 
onde, o coeficiente de velocidade, k, é igual ao produto de uma constante de tempo por 
/, ou mais especificamente 
 
k = pZ	/  (3) 
onde p representa a probabilidade de uma reação ocorrer quando os reagentes colidem 
entre si e depende de vários fatores que incluem a orientação das moléculas em colisão; 
onde Z representa a frequência de colisões, ou seja, o número total de colisões por 
unidade de tempo, por unidade de concentração. Para uma reação bi-molecular, / 
representa a fração total de moléculas reagentes com energia igual ou superior à de 
activação e k representa o coeficiente de velocidade, como por exemplo k1 para a reação 
de formação do complexo enzima-substrato. O parâmeto Z é um fator de energia 
cinética que consequentemente varia com a temperatura T. No entanto, pequenas 
alterações desta, exercem um efeito relativamente pequeno sobre Z (230) (231).  
A relação expressa na equação (3) foi descoberta empiricamente por Arrhenius 
em 1889 (232), antes da teoria das colisões dos gases ser divulgada, sendo usualmente 
representada pela equação  
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k = A	/   (4) 
 
Num sistema simples em equilibrio Vmax/[E]t = kp, um coeficiente de velocidade 
de ordem 1. Uma representação gráfica do logaritmo neperiano de Vmax/[E]t em função 
do inverso da temperatura, permite calcular a energia de ativação para o passo catalítico. 
Na prática, basta representar apenas o logaritmo neperiano de Vmax, uma vez que a 
velocidade máxima de uma determinada preparação é pr porcional ao kp, tendo em 
mente que a representação do ln Vmax em função do inverso da temperatura 1/T é linear. 
Como o Km varia com a temperatura, não se pode assumir que uma determinada 
concentração de substrato seja saturante em todas as condições de temperatura 
estudadas. Para muitas reações enzimáticas a Vmax depende de diversos coeficientes de 
velocidade em que cada um deles pode ser afetado por alterações na temperatura. 
Assim, a Ea calculada a partir da representação de Arrhenius será empre um valor 
aparente ou "médio". A própria representação de Arrhenius pode não ser linear, se os 
passos limitantes forem diferentes para as condições de temperatura escolhidas. Em 
alguns casos a representação gráfica pode apresentar um declive acentuado a 
determinada temperatura, denominada de transição, onde as alterações da Vmax 
dependem do passo limitante. A temperatura de transição pode ser correlacionada com a 
composição de resíduos acilo da membrana celular e presumivelmente os resultados de 
transição podem ser associados a alterações na fluidez da membrana. Uma queda brusca 
na representação de Arrhenius sugere desnaturação proteica (233) (234). Para explicar a 
necessidade de um mínimo de energia para a espontaneidade de uma reação, Eyring 
1935 (235) propôs a teoria do estado de transição. Esta teoria estabelece que as 
moléculas reagentes devem ultrapassar uma barreira de energia e passar por um estado 
de transição denominado complexo ativado antes de dar m produtos de reação. O 
complexo activado é considerado instável e transitório onde as ligações químicas e a sua 
orientação se encontram distorcidas. Quando os reagentes atingem o estado de transição 
estão preparados para dar produto da reação a uma taxa independente da temperatura e 
da natureza dos reagentes, isto é, transitam para o outro lado da barreira de energia para 
atingir o novo estado fundamental. Se assumirmos a hipótese do equilíbrio entre 
moléculas reagentes que atingem o topo da barreira d  energia de ativação as diferenças 
de energia podem ser descritas por funções termodinâmicas, K≠, ΔG≠, ΔH≠, ΔS≠, assim 
como pela Ea e k1, sendo o K≠ uma constante de equilíbrio dinâmica mais próxima do 
 
FUNDAMENTO TEÓRICO                 
 
 
 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
47 
Km em vez de Ks. Neste contexto o coeficiente de velocidade da reação pode ser 
calculado de acordo com a equação: 
 

  κ ∆		∘ ∆		∘     (5) 
 
Os organismos vivos regulam as suas atividades e modulam as suas interações 
com o ambiente para alcançarem a homeostase. Flutuações mínimas nas condições de 
crescimento nos limites de tolerância dos sistemas celulares são tamponadas pelos 
componentes existentes. No entanto, em eventos onde ocorram alterações ambientais 
maioritariamente citotóxicas, como a subida da temperatura, da concentração de ácidos 
ou solventes orgânicos ou da osmolaridade para níveis muito elevados, ou ainda a 
depleção de nutrientes do seu ambiente natural ou durante as suas aplicações industriais; 
todos os tipos de células são capazes de distinguir a natureza desse fator de stress e 
ativar programas de resposta apropriados para se adaptarem e sobreviverem. Esta 
resposta multifacetada inclui remodelação metabólica, paragem transitória do 
crescimento e alterações na transcrição (236) (237) (238). A resposta celular dos 
microrganismos ao choque térmico e/ou stress térmico bem como stress provocado por 
ácidos ou solventes tem vindo a ser amplamente estudado (236) (200) (239) (240).  
Na literatura encontra-se descrito que a elevação da temperatura ou da 
concentração de álcoóis ou de ácidos carboxílicos pode rovocar danos e desnaturação 
de biomoléculas como proteínas, DNA e RNA. Além disso, os sistemas membranares 
podem ficar estruturalmente destabilizados e permeabilizados, gerando efeitos adversos 
em processos associados às propriedades de membrana (236). 
A S. cerevisiae tem sido considerada por diferentes autores como um adequado 
sistema experimental para avaliar como as células ecariontes reconhecem incrementos 
graduais de temperatura, mecanismos sensoriais ao tress térmico ou para testar 
respostas moleculares ao choque térmico (237) (238). A S. cerevisiae apresenta um 
ótimo de crescimento entre os 25 e os 30 ºC. No entanto, quando a temperatura atinge 
os 36-37 ºC, ativa um programa de proteção transcricional, designado por heat shock 
response (HSR) que provoca alterações fisiológicas ao nível da composição lipídica das 
membranas e do fluxo glucídico. Este microrganismo e utras leveduras mesófilas 
conseguem manter o crescimento a níveis de temperatura superiores a 42 ºC, embora 
manifestem dificuldade em adaptar-se à exposição crónica a níveis tão elevados de 
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temperatura, uma vez que os enzimas RNA polimerase II encontram-se inativos (200) 
(241). Como as leveduras suportam uma gama elevada de temperatura durante um ciclo 
diurno/noturno, os estudos por indução de choque térmico (HSR) (30-37 ºC), tornaram-
se frequentes ao longo das últimas três décadas e tiveram como alvo principal avaliar a 
resposta metabólica condicionada pela reprogramação da expressão génica, em 
particular ao nível dos fatores proteicos reguladores da transcrição (200) (94). Embora a 
subida de temperatura represente um estímulo primário, o choque térmico com alteração 
repentina dessa condição de crescimento, tem como principal consequência secundária a 
geração de quantidade excessiva de espécies reativas de oxigénio (200) (203). 
Estudos prévios desenvolvidos neste laboratório para avaliar a influência da 
temperatura no crescimento de S. cerevisiae UE-ME3 revelaram que o conteúdo 
proteico total e do sobrenadante pós 12000 g diminuiu significativamente com a 
temperatura entre 25 e 40 ºC enquanto que o nível de proteínas do sedimento pós 12000 
g aumentou no mesmo intervalo de temperatura (242). Relativamente a células expostas 
a choque térmico 28/40 ºC, o conteúdo proteico total e do sobrenadante pós 12000 g 
mostrou-se superior ao de células crescidas a 40 ºC. Contudo, no sedimento, 
enriquecido em mitocondrios e peroxissomas, manteve-s  idêntico ao determinado na 
em células crescidas a 25 ºC, mas inferior aos valores determinados nas leveduras 
crescidas a 28 e a 40 ºC. Estes resultados permitira  nferir que o aumento da 
temperatura inibiu a produção de biomassa por S. cerevisiae UE-ME3, resposta que 
parece ter sido parcialmente revertida em leveduras sujeitas a choque térmico (242). 
O mesmo estudo revelou que a razão GSH/GSSG do sobrenadante pós 12000 g 
de S. cerevisiae UE-ME3 apresentou um mínimo em células crescidas a 28 e a 30 ºC. No 
entanto em células crescidas a 40 ºC observou-se um aumento altamente significativo 
deste parâmetro relativamente a células sujeitas aos restantes tratamentos térmicos. Este 
tipo de resposta não parece corresponder a um incremento da capacidade antioxidante 
uma vez que o conteúdo em tióis totais não proteicos (GSH + GSSG) atingiu o valor 
mais baixo de qualquer dos ensaios de temperatura superior a 25 ºC. Provavelmente a 
perda evidente de capacidade para estabilizar o ambiente redutor intracelular a 40 ºC 
poderá ser devida ao decréscimo altamente significativo da atividade G6PD com 
indisponibilização de equivalentes redutores sob a forma de NADPH, indispensáveis ao 
bom funcionamento do ciclo do glutationo (242). Todavia, o choque térmico 28/40 ºC 
reverteu o aumento da razão GSH/GSSG e o decréscimo da actividade G6PD para 
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valores próximos dos detetados em células crescidas a 25ºC. O estudo preliminar 
revelou ainda que o máximo de actividade CTT1 e CTA1 foi observado em células 
crescidas a 28 ºC, ocorrendo um decréscimo significativo destes parâmetros em células 
cujo crescimento foi mantido a temperatura superior a 28ºC. Os enzimas catalase em 
choque térmico 28/40 retomaram ótimos de actividade significativamente superiores aos 
detetados a 28 ºC (242). 
Pelo exposto, pôde-se assumir que o ótimo de crescim nto S. cerevisiae UE-ME3 
manifestou-se a 28 ºC enquanto que o limiar inferior de sobrevivência foi detetado 
quando as leveduras cresceram a 40 ºC. Outro aspeto rel vante prende-se com o facto 
de  as perturbações no crescimento e marcadores antioxidantes, descritas previamente 
para células crescidas a 40 ºC, parecem ter sido revertidas em condições de choque 
térmico 28/40 ºC (242). 
 
1.7. Nanopartículas de dióxido de titânio  
A nanotecnologia é uma área em desenvolvimento expon ncial que utiliza 
nanomateriais, definidas na norma ISO/TR 27.628 (243) como partículas com um 
diâmetro nominal inferior a 100 nm (Figura 1.4), com rigem em fontes primárias ou 








Figura 1.4 Definição de diferentes classes de partículas (adapt o de (244)). 
As nanopartículas têm sido utilizadas na indústria química, no diagnóstico 
clínico, na administração de medicamentos e na terapia génica e do cancro (245) (246) 
(247). Essas substâncias podem ser mono ou multidimensionais e apresentar estrutura 
interna/externa organizada ao nível da nanoescala. As nanopartículas exibem 
propriedades e caraterísticas novas, comparativamente com as detetadas no mesmo tipo 
de compostos com organização macro ou micromolecular (248). Os nanomateriais 
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incluem, por exemplo, metais ou óxidos de metais, nanotubos de carbono, fulerenos, 
silicatos, nanopartículas orgânicas ou nanocompósitos  (248). 
Algumas nanopartículas têm sido utilizadas na modulação de processos 
bioquímicos, sendo promissora a sua aplicação em qui ioterapia do cancro. Estudos 
realizados no domínio da nanotecnologia estabelecem que os nanomateriais possuem 
três propriedades peculiares que condicionam a sua ção: massa fixa, densidade unitária 
e biorreatividade superficial (249) (250). 
Embora o termo nanopartículas designe apenas estruturas no seu estado isolado e 
os seus agregados e aglomerados não sejam abrangidos por esta designação, estes têm 
sido, na maior parte dos casos, incluídos em estudo com nanomateriais, razão pela qual 
muitos autores utilizam atualmente o termo nanopartículas de forma mais abrangente 
(251). 
Apesar de a dimensão molecular das nanopartículas ser considerada a 
caraterística que melhor as define, a sua forma é também determinante do seu 
comportamento reacional. Por exemplo, nanotubos de carbono, de fulerenos e de folhas 
de grafeno exibem propriedades químicas distintas. Além disso, a atividade catalítica de 
nanopartículas de óxidos de metais pode ser fortement  influenciada pelo tamanho e 
pela sua organização espacial. A geração de radicais •OH pela dissociação do solvente 
(água) devido a interações de superfície pode influe ciar fortemente as propriedades de 
nanopartículas metálicas (252) (253) (254).  
Apesar de recentemente ter aumentado a quantidade de estudos que procuram 
estabelecer uma relação coerente entre a atividade biológica dos nanomateriais e 
propriedades físico-químicas que lhe são inerentes como o tamanho, a organização no 
espaço ou a fase em que se encontram, existe ainda um longo caminho a percorrer para 
detetar e caraterizar com certeza os seus potenciais efeitos biológicos (245) (255) (256) 
(250) (257) (256) (258). Por exemplo, estudos realizados por Warheit e colaboradores 
em 2007, para avaliar a toxicidade de nanopartículas de dióxido de titânio de três 
tamanhos moleculares e duas fases cristalinas distintas em pulmão de rato, revelaram 
numa primeira aproximação não existir correlação entre a toxicidade e o tamanho ou a 
área superficial desses materiais. Todavia, um estudo mais aprofundado, realizado pelo 
mesmo grupo de investigadores, onde foram avaliados os efeitos de três amostras de 
nanopartículas de dióxido de titânio, com fase cristalina e dimensão molecular distintas, 
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sobre fibroblastos e células epiteliais de pulmão humano, detetou alterações 
toxicológicas correlacionáveis com a área superficial das nanopartículas (256).  
Além do que foi referido anteriormente, estudos realizados por Oberdörster 
(259) (250), para avaliar a toxicidade pulmonar de partículas de dióxido de titânio com 
20 nm (80% anatase) e 250 nm (100% anatásio) em rato, sugeriram que a área 
superficial poderia determinar a intensidade do estado inflamatório pulmonar. No 
entanto, esses autores não conseguiram demonstrar de forma inequívoca que o tamanho 
e a fase cristalina dessas partículas influenciavam a sua atividade biológica. Tal facto 
poderá ser devido a caraterização insuficiente das amostras, em termos de dimensão 
molecular e fase cristalina (260).  
O titânio é um metal de transição relativamente forte e dútil, localizado no 
quarto grupo da tabela periódica que apresenta elevdos pontos de fusão (1668 ºC) e de 
ebulição (3287 ºC), baixa massa específica de 4,54 g.cm-3 e módulo de elasticidade 
acima de 12,7 x 104 MPa (261). A grande resistência e relativamente baixa densidade do 
titânio estão relacionados com a distribuição eletrónica desse elemento que permite o 
estabelecimento de ligações fortes e longas entre os átomos do metal (262). 
As propriedades benéficas dos óxidos de titânio para os seres vivos, como a 
biocompatibilidade, baseiam-se na sua organização em camadas que se estabelece 
naturalmente em ambientes oxigenados (262). 
Cerca de 90% dos minerais de titânio da crosta terrestre são utilizados na 
produção do dióxido de titânio. A opacidade, alvura, resistência ao ataque químico, 
poder de cobertura e baixa toxicidade do dióxido de titânio (TiO2), faz com que seja 
amplamente utilizado no fabrico de tintas, papel, plástico, borracha, fibras, vernizes, 
próteses (263). 
Uma consequência inevitável do rápido crescimento da nanotecnologia diz 
respeito à exposição dos seres vivos, em particular o homem, a nanoparticulas e sua 
toxicidade (264) (244) (248) (265). As nanopartículas de TiO2 (TiO2-NP) utilizadas nos 
protetores solares possuem elevado nível de penetração, facto que facilita a sua 
absorção pelo sistema linfático, ao passo que partículas com mais de 1 mm de diâmetro 
não o conseguem. Estudos in vivo revelaram que a exposição de animais de laboratório 
a TiO2-NP desencadeia inflamação pulmonar causando danos que podem levar à morte 
celular (266) (250) (267).  
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A superfície das nanopartículas de dióxido de titânio apresenta uma camada de 
átomos de oxigénio e outra de átomos de titânio, suscetíveis a alterações de carga 
superficial que varia de acordo com o pH do meio onde as nanopartículas se encontram 
inseridas. Desta forma meios com pH a variar entre 5-7 conferem às nanopartículas 
carga nula; pH >7, carga negativa e pH < 5, carga positiva. Quando o pH se encontra 
localizado entre 5-7, as nanopartículas formam aglomerados, devido ao potencial 
eletroestático de superfície nulo, devido à falta de repulsões, diminuindo a sua área 
superficial devido à aglomeração. (268).  
Além disso, a carga constitui um factor muito importante não só na 
determinação da estabilidade de complexos, mas também na extensão das interações 
NP- membrana celular (269). A membrana celular em rpouso exibe um potencial de 
membrana de aproximadamente -70 mV. Este é assegurado por dois fatores: a 
permeabilidade da membrana plasmática a diferentes iões e a diferença de concentração 
iónica entre os fluidos intra e extracelulares. Quando a carga interna e externa da 
membrana difere entre si, diz-se que a membrana se encontra polarizada. Do lado 
interno da membrana, moléculas como proteínas, nucleótidos, e grupos fosfato de 
diversos intermediários encontram-se carregados negativamente (aniões). Devido às 
interações electroestáticas que estabelecem com a vizinhança atraem outras moléculas 
de carga positiva para o lado externo da membrana (270). Fatores como a variação da 
temperatura ou de pH do meio provocam a despolarização local da membrana e 
consequente abertura de canais de sódio dependentes a diferença de potencial. Quando 
os iões carregados positivamente entram na célula, o potencial de membrana torna-se 
menos negativo, cessando ou diminuindo a importação de cargas positivas (270). 
O processo de internalização de nanopartículas em células de levedura encontra-
se ainda parcamente descrito, contudo, alguns autores afirmam que Saccharomyces 
cerevisiae apresenta maior resistência à internalização de nanopartículas de titânio do 
que bactérias Gram (+) ou células animais, uma vez que a rigidez estrutural da sua 
parede celular parece minimizar a absorção direta d nanopartículas (271). Contudo, 
interações nanopartículas-célula podem induzir a formação de novo, de poros com 
dimensão superior à habitual e assim fomentar a sua internalização através da parede 
celular (272). Quando as nanopartículas atingem a membrana celular, podem interagir 
com esta de forma específica, por interação do tipo ligando-recetor ou de forma 
inespecífica, despoletando a formação de invólucros membranares que envolvem as 
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nanopartículas e as transportam para o interior celular (273). Assim, as nanopartículas 
podem atravessar a membrana utilizando proteínas de transporte ou canais iónicos da 
membrana ou por endocitose. Quando o processo de transporte de nanopartículas 
envolve proteínas ou canais iónicos, estas podem exercer efeitos prejudiciais diretos 
sobre a membrana, modificando a sua composição lipídica e fluidez, através de um 
mecanismo adaptativo que provavelmente envolve a regulação de atividades insaturases 
específicas. (274). 
No interior celular, as NP podem invadir vários organelos como o retículo 
endoplasmático ou complexo de Golgi, interferindo nos processos metabólicos que 
neles ocorrem com eventual geração de ROS (274) (275). A bibliografia revela que 
danos no DNA mediados por agentes oxidantes constituem um fator chave na morte 
celular por apoptose. Alguns autores descrevem as TiO2-NP como indutoras de 
apoptose em diversos tipos de células, embora os mecanismos de sinalização que 
conduzem à morte celular permaneçam, na maior partedos casos, por esclarecer (276) 
(277) (266). Contudo, alguns estudos sugerem que a apoptose induzida por TiO2-NP em 
linfócitos humanos ocorre por ativação de caspases 8 e 3 (276).  
Estudos prévios realizados no nosso laboratório onde se testaram diferentes 
níveis de concentração de nanopartículas de dióxido de titânio (0,1-5 µg/mL) revelaram 
que culturas de S. cerevisiae crescidas a 28 ºC, utilizando glicose como fonte de 
carbono e expostas a TiO2-NP (5µg/mL) exibiram um mínimo de biomassa celular 
produzida, um decréscimo da razão GSH/GSSG, um marcador de stress oxidativo, bem 
como um decréscimo das atividades enzimáticas GPx e CTA 1. Apesar de também ter 
ocorrido um aumento das atividades GR e CTT 1, na presença de TiO2-NP, essa 
eventual resposta antioxidante foi insuficiente para estabilizar o ambiente redox 
intracelular e consequentemente prevenir a morte celular despoletada pela presença de 
nanopartículas no meio de cultura (278). 
A continuação dos referidos estudos prévios realizados no nosso laboratório 
revelou ainda que a exposição de S. cerevisiae UE-ME3 acima dos 28 ºC induzia morte 
celular, ocorrendo menor sobrevivência a 40 ºC, efeito que foi revertido na presença de 
TiO2-NP na concentração de 1µg/mL, refletido pelo aumento do conteúdo total de 
proteínas, tióis não-proteicos e atividades enzimáticas ALP, G6PD, CTT e CTA. O 
nível de ROS intracelular apresentou um máximo em células crescidas a 28 ºC na 
ausência de TiO2-NP com aumento significativo desse valor em células crescidas na sua 
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presença, em qualquer das temperaturas testadas, excepto a 40 ºC onde assumiu valores 
residuais. No entanto, o nível de ROS determinado em células submetidas a choque 
térmico 28/40 ºC, apresentaram surpreendentemente um valor menor, ainda que um 
pouco superior ao determinado em células cultivadas  40 ºC.  
Todavia, S. cerevisiae UE-ME3, proliferativas, sujeitas a choque térmico 28/40 
ºC, durante 200 min, responderam à exposição a TiO2-NP (1µg/mL) com aumento da 
morte celular expressa no decréscimo do conteúdo em proteínas total do sobrenadante e 
do sedimento pós 12000 g, peso seco, tióis não-proteicos, ou das atividades enzimáticas 
ALP, G6PD e CTA 1. Células em choque térmico 28/40 ºC exibiram também um 
mínimo de concentração de MDA comparativamente com os valores determinados em 
qualquer dos ensaios de variação de temperatura na presença de TiO2-NP (1µg/mL). 
Esta resposta pode dever-se aos níveis elevados de CTT 1 e moderados de CTA 1 que 
parecem compensar eventuais efeitos oxidantes pela temperatura e nanopartículas.  
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A Saccharomyces cerevisiae é um organismo cujas respostas ao potencial de 
destruição resultante de alterações ambientais, conduzem à atenuação ou inibição total 
do crescimento, pela indução de genes que codificam proteínas envolvidas na reparação 
de danos intracelulares, com perda de capacidade interna de reparação dos materiais 
celulares e de retorno a condições de crescimento adequ das. Por outro lado, bloqueiam 
ainda a tradução de proteínas ribossomais, de enzimas envolvidos no metabolismo 
glucídico, de desintoxicação de ROS, no folding e degradação de proteínas, que podem 
ser interpretadas como uma resposta directa ao stress expressa em diminuição de taxa 
específica de crescimento (84). 
Na literatura encontra-se descrito que os níveis de ROS intracelular aumentam 
com a temperatura, podendo situações de choque térmico ser interpretadas como 
equivalentes a condições de indução de str ss oxidativo (85), onde a sobreposição de 
choque térmico com outro agente de stress como metais de transição pode despoletar 
respostas pró e antioxidantes que contribuam para a morte celular ou para a 
termotolerância (62).  
As semelhanças entre a repressão do metabolismo oxidativo de Saccharomyces 
cerevisiae, Crabtree-positiva, na presença de fontes de carbono não-fermentativas e a 
glicólise aeróbia detetada em células tumorais, reforçam a sua importância como 
modelo para rastreio da resposta a agentes terapêuticos anti-tumorais. O facto de as 
propriedades físico-químicas de nanopartículas de metais de transição dependerem da 
sua dimensão molecular, dota-as de reatividade diferencial sobre os seres vivos, 
tornando-as candidatas a agentes anti-tumorais. 
 Assim, procurar-se-á avaliar como a exposição a nanopartículas de dióxido de 
titânio (TiO2-NP) com diferente área superficial modula o efeito Crabtree em S. 
cerevisiae envolvendo a execução das tarefas:  
i) avaliação da viabilidade e danos celulares em S. cerevisiae expostas a TiO2-
NP, em choque térmico. 
ii) caracterização do catabolismo oxidativo e fermentativo da glicose em S. 
cerevisiae expostas a TiO2-NP, em choque térmico;  
iii) caracterização da resposta antioxidante e tolerância ao choque térmico por S.




Efeito Crabtree em Saccharomyces cerevisiae e sua modulação por nanopartículas de dióxido de titânio  
 
 







METODOLOGIA                  
 
 
Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
61 
3.1. Estratégia 
A concretização dos objetivos traçados para este estudo obedeceu ao plano 
estratégico que se passa a descrever: 
 
Local de realização: Laboratório de Bioquímica Analítica, Departamento de Química; 
laboratórios do Instituto de Ciências Agrárias e Ambientais Mediterrânicas, Escola de 
Ciências e Tecnologia, Universidade de Évora, Évora. 
 
Financiamento: Fundos FEDER através do Programa Operacional Fatores de 
Competitividade – COMPETE e por Fundos Nacionais através da FCT – Fundação para 
a Ciência e a Tecnologia, no âmbito dos Projectos Etratégicos PEst-
C/AGR/UI0115/2011 e PEst-OE/AGR/UI0115/2014 
 
Modelo biológico: Saccharomyces cerevisae, estirpe UE-ME3 
 
Fornecedor: coleção do laboratório de Enologia da Universidade de Évora 
 
Composto em estudo: TiO2-NP (5 μg/mL) com diferente ∅ molecular (<25 ou <100 nm) 
 
Outros agentes de stress: fonte de carbono (glicerol e/ou glicose);  
                                         choque térmico 28/40 ºC (HS) 
 
Tratamentos: 
Ensaio 0 duas condições experimentais, na primeira as células foram mantidas em meio 
YPG ao longo de todo o ensaio, na segunda condição experimental após as culturas em 
YPG atingirem a fase exponencial média foi induzido o efeito de Crabtree pela adição 
de glicose (2 %), meio YPGD durante 200 min. 
Ensaio A adição de TiO2-NP (5 μg/mL) com ∅ molecular <25 ou <100nm, 100 min 
após a indução do efeito Crabtree (YPGD), com ou sem HS.  
Ensaio B adição simultânea de glicose (YPGD) e TiO2-NP (5 μg/mL) com ∅ molecular 
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Frações celulares:  
• Sedimento pós-12000g em Tampão Tris-sacarose (Tris-acetato (0,01 M) 
pH 7,5; sacarose (0,25 M)) (sedimentoTris-sacarose);  
• Sobrenadante pós-12000g em Tampão fosfato (10mM) pH 7,0  
(sobrenadanteTP); 
• Sedimento pós-12000g em Tampão fosfato (10mM) pH 7,0 
(sedimentoTP). 
 
Parâmetros analisados:  
Crescimento e viabilidade celular: µ , CFU e ALP   
Marcadores enzimáticos do metabolismo energético: HXK, PYK, PDC, ADH, DLD, 
CS, SDH, NDE1, MAE1, MDH1, MDH3, MDH2 e G6PD 
Marcadores enzimáticos antioxidantes: GR, GPx, SOD1, SOD2, CTT1 e CTA1  
Marcadores não enzimáticos antioxidantes: GSH e GSSG 
Marcadores de stress oxidativo e danos celulares: ROS e MDA 
 
Técnicas utilizadas: Potenciometria; dispersão de materiais por ultra-sons; gravimetria; 
esterilização pelo calor seco/húmido; cultura de microrganismos; desintegração celular 
por ultra-sons; centrifugação diferencial; espetrometria de absorção molecular; 
espetrometria de fluorescência 
 
Análise estatística dos resultados: Análise de variância simples, vulgarmente conhecida 
por ANOVA I, teste de significância de Duncan. 
 
Desenvolvimento do trabalho: decorreu como se encontra sumarizado no diagrama do 
trabalho apresentado na secção 3.2 seguindo-se o procedimento experimental e análise 
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3.3. Procedimento experimental 
3.3.1. Cultura de microrganismos e delineamento dos ensaios 
Neste estudo foi utilizado como modelo biológico o eucarionte Saccharomyces 
cerevisiae UE-ME3, estirpe isolada de mostos de vinhos regionais do Alentejo, 
depositada na coleção do laboratório de Enologia da Universidade de Évora e utilizada 
no nosso laboratório, desde há alguns anos, em estudos de stress e regulação metabólica 
em presença de fenilureias, triazinas, organoclorados e metais de transição (110) (111).  
Colónias isoladas de levedura, armazenadas no nosso laboratório a -80 ºC, em 
meio de cultura e glicerol (30 %), permitiram obter cultura fresca de S. cerevisiae UE-
ME3 em meio líquido YPG (extrato de levedura (1 %), peptona (2 %) e glicerol (3 %)) 
mediante crescimento vernight com agitação constante (180 rpm) à temperatura de 28 
ºC. Estas leveduras foram utilizadas para iniciar, em meio YPG (1/3 de líquido para 2/3 
de ar) com agitação constante (150 rpm) à temperatura de 28 ºC, as culturas que 
constituíram os ensaios designados por Ensaio 0, Ensaio A e Ensaio B (Figura 3.1). 
Estes ensaios foram delineados de forma a permitir compreender a influência das 
condições de cultura na taxa específica de crescimento, na viabilidade e disponibilidade 
de fosfato inorgânico, no metabolismo energético e na capacidade antioxidante de S. 
cerevisiae, decorreram do momento t0, correspondente à fase exponencial média 
(turbidez640nm∼0,8) ao momento t200, após 200 min de crescimento. 
O Ensaio 0 foi constituído por duas condições experimentais, na primeira as 
células foram mantidas em meio YPG ao longo de todoo ensaio, isto é, de t0 a t200, na 
segunda condição experimental após as culturas em YPG atingirem a fase exponencial 
média (t0) foi induzido o efeito de Crabtree em S. cerevisiae UE-ME3 pela adição de 
glicose (2 %), meio YPGD durante 200 min (t200) (Figura 3.1). 
O Ensaio A foi estabelecido com o objetivo de avalir se a adição de TiO2-NP 
com diferente dimensão molecular (NP <25 ou NP <100 nm), 100 min após a indução 
do efeito Crabtree (YPGD), sujeitas ou não a choque térmico (HS), exibia capacidade 
para reverter o referido efeito. Neste ensaio foram constituídas cinco condições 
experimentais pela exposição a TiO2-NP (5 μg/mL) de diferente dimensão molecular 
(NP <25 ou NP <100 nm) ou pela introdução de HS, alterando a temperatura de 28 para 
40 ºC, na ausência ou na presença de TiO2-NP 100 min (t100) após a adição de glicose 
(YPGD em t0) perdurando o crescimento até t200 (Figura 3.1). 
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O Ensaio B foi estabelecido com o objetivo de avalir se a adição inicial (t0) e 
simultânea de glicose (YPGD) e TiO2-NP (5 μg/mL) sujeitas ou não a HS, exibia 
capacidade para evitar a evolução para fermentação aeróbia, determinada pela presença 
da glicose. Neste ensaio foram também constituídas cinco condições experimentais pela 
exposição a TiO2-NP (5 μg/mL) de diferente dimensão (NP <25 ou NP <100 nm) ou 
pela introdução de HS na ausência ou na presença de TiO2-NP em simultâneo com a 
adição de glicose (YPGD) em t0, permanecendo  crescimento até t200 (Figura 3.1). 
Figura 3.1 Diagrama representativo do delineamento das condições experimentais nos ensaios 
estabelecidos para o estudo da influência das condições de cultura na taxa específica de 
crescimento, na viabilidade e disponibilidade de fosfato inorgânico, no metabolismo 
energético e na capacidade antioxidante de Saccharomyces cerevisiae UE-ME3. 
 
3.3.2. Procedimentos preambulares 
Neste capítulo foram descritas algumas execuções laboratoriais que antecederam 
o ensaio de exposição das leveduras a glicose, a nanopartículas e/ou choque térmico, 
destacando-se a preparação de suspensões de nanopartículas. Além disso a descrição de 
métodos utilizados na determinação de conteúdos celular s e atividades enzimáticas, 
como a determinação do peso seco, a obtenção de frações celulares e a quantificação 
proteica também foi abordada nesta secção.  
 
3.3.2.1 Preparação de nanopartículas  
Atualmente observa-se um incremento dos estudos que procuram estabelecer 
uma relação entre a atividade biológica dos nanomateriais e as propriedades físico-
químicas que lhe são inerentes, tais como a dimensão molecular, contudo, existe ainda 
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A opacidade, alvura, resistência ao ataque químico, poder de cobertura e baixa 
toxicidade do dióxido de titânio (TiO2), faz com que seja amplamente utilizado no 
fabrico de tintas, papel, plástico, borracha, fibras, vernizes, próteses, bem como na 
forma de nanopartículas de TiO2 nomeadamente em protetores solares (262). 
Consequência inevitável do rápido crescimento da nanotecnologia é a exposição dos 
seres vivos, em particular o homem, a nanopartículas e  ampliação do campo das suas 
aplicações (244) (264) (265). 
Assim, neste trabalho nanopartículas de dióxido de titânio, com diferente 
dimensão molecular, foram utilizadas com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre 
a sua influência na taxa específica de crescimento, na viabilidade e disponibilidade de 
fosfato inorgânico, no metabolismo energético e na capacidade antioxidante de S. 
cerevisiae. Neste projeto de doutoramento foram utilizadas duas preparações de TiO2-
NP, uma de dimensão inferior a 100 nm, área superficial ≥14.0 m2/g e grau de pureza 
superior a 97 % e uma outra de dimensão inferior a 25 nm, área superficial 45-55 m2/g e 
grau de pureza superior a 99,7 % na forma anatase, ambas adquiridas à Sigma-Aldrich. 
O processo de preparação da suspensão de TiO2-NP <100 e TiO2-NP <25 foi análogo 
nas duas situações e iniciou-se pela preparação da suspensão de TiO2-NP (50 µg/mL) 
em água ultrapura estéril a qual foi homogeneizada em banho de ultra-sons com 
frequência de 35 kHz durante 40-60 min, tendo-se acompanhado a formação da 
suspensão traçando o espectro de absorção molecular ntre 250 e 700 nm, o qual, no 












Figura  3.2 Espectro de absorção molecular de TiO2-NP. 
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3.3.2.2. Determinação do peso seco  
A quantidade total de biomassa formada nas diferents condições experimentais 
foi estimada pela determinação do peso seco no final do ensaio (t200). Assim, foram 
recolhidas alíquotas nas cinco experiências independentes de todas as situações testadas 
e levadas à secura em estufa a 80 ºC até se observar p so constante, pela pesagem em 
balança microanalítica. Os valores de peso seco foram utilizados para expressar o 
conteúdo específico em GSH, GSSG, ROS e MDA.  
 
3.3.2.3. Fracionamento celular  
Decorridos os ensaios, com duração de 200 min, as células foram recolhidas por 
centrifugação a 5000 g durante 15 min a 4 ºC, lavadas três vezes em água bidestilada 
estéril e recolhidas por centrifugação diferencial a 5000 g durante 15 min a 4 ºC, após a 
qual o sedimento foi ressuspendido em tampão fosfato (10 mM) pH 7,0 e as células 
lisadas recorrendo a homogeneizador de ultra-sons (pul o de 0,1 kHz de 10 em 10 s 
durante 3x5 min). O homogeneizado celular obtido foi submetido a centrifugação 
diferencial a 5000 g durante 15 min a 4 ºC, após a qual o sobrenadante foi novamente 
centrifugado a 12000 g durante 30 min a 4 ºC. O sobrenadante foi então rec lhido 
(sobrenadanteTP) e o sedimento foi ressuspendido em 3 mL de tampão fosfato (10 mM) 
pH 7,0 (sedimentoTP) (281) (282). Na preparação da fração celular rica em 
mitocondrios no final dos ensaios, t200, as células foram recolhidas por centrifugação a 
5000 g durante 15 min a 4 ºC, lavadas três vezes em água bidestilada estéril e recolhidas 
por centrifugação diferencial a 5000 g durante 15 min a 4 ºC, após a qual o sedimento 
foi ressuspendido em tampão TEM (Tris-acetato (0,05M) pH 7,5; EDTA (1mM) e 
manitol (0,25 M)) e lisado, recorrendo a homogeneizador de ultra-sons (pulso de 0,1 
kHz durante 10 s durante 3x5 min). O homogeneizado celular obtido foi submetido a 
centrifugação diferencial a 5000 g durante 15 min a 4 ºC, após a qual o sobrenadante foi 
novamente centrifugado a 12000 g durante 30 min a 4 ºC e o sedimento pós 12000 g foi 
ressuspendido em tampão Tris-sacarose (Tris-acetato (0,01 M) pH 7,5; sacarose (0,25 
M)) para posterior utilização como sedimentoTris-sacarose (283). 
As frações celulares correspondentes ao sobrenadanteTP, sedimentoTP e 
sedimentoTris-sacarose foram repartidas em alíquotas e guardadas a -20 ºC para 
posterior determinação de conteúdos celulares e ativid des enzimáticas de acordo com 
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3.3.2.4. Quantificação de proteínas 
A determinação da concentração de proteína total presente nas diferentes frações 
celulares anteriormente preparadas tornou-se necessária para o cálculo da atividade 
enzimática específica. Para esse efeito, utilizou-se o método descrito por Lowry (284), o 
qual recorre à reação entre a ligação peptídica (-CO-NH-) e o sulfato de cobre em meio 
alcalino para gerar um complexo de cor azul. A reação entre os resíduos de aminoácidos 
aromáticos (tirosina e triptofano) e o reagente de Folin-Ciocalteau (molibdato, tungstato 
e ácido fosfórico), catalisada por iões Cu2+, a pH alcalino gera como produto final um 
complexo de heteromolibdénio que apresenta côr azul, que melhora a sensibilidade do 
método. Estes cromóforos podem ser doseados por espet ometria de absorção molecular 
ao comprimento de onda máximo de 720 nm. 
A execução do método consistiu na preparação do reagente de Lowry, pela 
diluição de sulfato de cobre (1 %) e tartarato de sódio e potássio (2 %) em carbonato de 
sódio (2 %) (1:1:98), seguida da diluição da solução comercial de reagente de Folin-
Ciocalteau em água destilada, na proporção de 1:1 em água ultrapura. A curva de 
calibração foi preparada no intervalo de 25 a 200 μg/mL recorrendo a uma solução de 
albumina de soro bovino (BSA) como padrão. A quantificação do teor proteico nas 
diferentes frações celulares exigiu a sua diluição prévia com NaOH (0,5 M) na 
proporção mais conveniente. A formação dos cromóforos foi conseguida pela adição de 
5 mL de reagente de Lowry a 1 mL de solução padrão e BSA ou de amostra, seguida 
pela agitação em vórtex e de 10 min de incubação à temperatura ambiente. 
Posteriormente adicionou-se à mistura de reação 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau, seguido de agitação no vórtex e de 30 min de incubação à temperatura 
ambiente. Após o tempo de repouso, leu-se a absorvência a 720 nm, sendo determinada 
a concentração de proteína nas diferentes frações celulares por interpolação gráfica na 








METODOLOGIA                  
 
 
 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
69 
3.3.3. Influência das condições de cultura na taxa específica de crescimento, 
viabilidade e disponibilidade de fosfato inorgânico em S. cerevisiae 
Em meio adequado, os microrganismos encontram-se num estado de 
crescimento equilibrado, período durante o qual decorr  duplicação da biomassa, 
acompanhada da duplicação de outras propriedades da população celular como o 
conteúdo em proteínas, DNA, RNA e água, mantendo uma constituição química 
constante (285). Uma cultura microbiana em crescimento quilibrado mimetiza uma 
reação autocatalítica de primeira ordem, na qual a velocidade de crescimento dos 
microrganismos num dado tempo é proporcional à massa de microrganismos presentes 
nesse instante. A constante de proporcionalidade k é um índice da velocidade de 
crescimento denominado constante de velocidade de crescimento (83). Métodos como a 
determinação do peso seco, da turbidez, bem como a avali ção da viabilidade celular de 
leveduras pela determinação do número de unidades formadoras de colónias (CFU) dão 
informação sobre o crescimento microbiano associado à divisão celular. Contudo, 
raramente o crescimento celular se mantem a velocidade constante durante um espaço 
de tempo alargado, encontrando-se esta restrição relacionada com a limitação de 
nutrientes disponíveis ou pela acumulação de produtos tóxicos ao metabolismo, 
conduzindo ao abrandamento do crescimento (83). A fosfatase alcalina é crucial para o 
metabolismo do fosfato e a sua especificidade e ativid de é decisiva nos processos 
biológicos, uma vez que participa na rutura de ligações com potencial químico elevado, 
com libertação de fosfato inorgânico. O potencial químico disponibilizado poderá então 
ser utilizado pela célula na manutenção da homeostase do fosfato inorgânico (Pi), na 
síntese e degradação de polifosfatos, surgindo muitas vezes associado, a processos 
como proliferação, diferenciação, sinalização, migração e defesa celular, meiose, 
mitose, apoptose ou ainda na modulação do metabolismo dos ácidos nucleicos (126) 
(127) (128). 
 
3.3.3.1. Cálculo da taxa específica de crescimento  
A utilização da espetrometria de absorção molecular na determinação da 
turbidez de uma cultura microbiana é um dos poucos métodos disponíveis para 
monitorizar o crescimento celular. Assim, de forma a permitir a determinação da taxa 
específica de crescimento (µ) foram retiradas dos meios de cultura alíquotas aos tempos 
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Gc- Turbidez640nm t0  
Gt- Turbidez640nm t200 
t- Tempo final (h) 
t0- Tempo inicial (h) 
Nc- culturas controlo log t0 
Nt- culturas teste log t200 
determinar o parâmetro µ (h-1) para as diferentes condições de ensaio de acordo m a 
expressão matemática (83). 
 




3.3.3.2. Determinação da viabilidade celular 
A contagem de células em placas de agár é o método mais usado para medir a 
viabilidade de uma população celular, considerando que uma célula é viável quando 
mostra capacidade de reprodução formando uma colónia. As amostras foram retiradas 
em condições de assépsia aos tempos t0 e t200, adequadamente diluídas e posteriormente 
inoculadas em placa contendo meio YPD sólido e deixa as crescer a 28ºC até não se 
observar o aparecimento de novas colónias. Após incubação procedeu-se á contagem 
das unidades formadoras de colónias (CFU), a qual permitiu determinar a viabilidade 
celular (%) de acordo com a expressão matemática (71)  (286): 
 
  	%  100  #$%$&$% ' ∗ 100 
 
 
3.3.3.3. Fosfatase alcalina  
A atividade fosfatase alcalina foi determinada no sbrenadanteTP 
acompanhando a hidrólise das ligações fosfoéster do substrato cromogéneo sintético p-
nitrofenilfosfato (pNPP), pela leitura do incremento da absorvência a 405 nm devido à 
formação de p-nitrofenol (pNP), um dos produtos da reação (287). Assim, alíquotas da 
referida fração na diluição adequada de proteína (150 µg/mL) foram incubadas em 
células de absorção molecular contendo a mistura de eação constituída por pNPP (1,2 
mM) em tampão Tris-HCl (0,05 M) pH 8,5. O branco utilizado para esta atividade 
consistiu na mesma mistura de reação à exceção da adição da amostra, sendo o seu 
volume compensado pela adição de tampão. O valor da atividade ALP foi calculado a 
partir do coeficiente angular das curvas de reação lineares traçadas ao longo de 180 s a 
37 ºC e utilizando o coeficiente de absortividade molar de 16,03 M-1cm-1 para o pNPP. 
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3.3.4. Influência das condições de cultura no metabolismo energético de S. 
cerevisiae 
O efeito Crabtree descreve um fenómeno alusivo ao crescimento respiratório de 
alguns tipos de leveduras como a S. cerevisiae o qual é inibido ou reprimido pela 
presença de hexoses, em particular da glicose, ocorrendo uma sobreposição da via 
fermentativa que inclui a glicólise e a fermentação alcoólica/láctica sobre a via 
respiratória. Em termos genéricos este efeito vulgarmente conhecido como efeito 
Crabtree e designado por alguns autores como efeito d  Pasteur negativo é em muitos 
aspetos semelhante ao efeito Warburg descrito por Meyerhof e Warburg no início do 
século XX em células cancerígenas (48) (288) (33). 
 
3.3.4.1. Hexocinase 
Hexocinase é um enzima de baixa especificidade que catalisa a transferência de 
um grupo fosfato do ATP para hexoses tais como D-glicose, D-manose e D-frutose, 
atuando nomeadamente como o primeiro enzima da glicólise ao catalisar a conversão de 
glicose em glicose-6-fosfato (139). 
A atividade HXK foi determinada de acordo com a metodologia descrita por 
Bergmeyer, 1983 (289) a qual permitiu quantificar esta atividade de forma indireta 
recorrendo a duas reações enzimáticas acopladas. Assim, pela ação da HXK ocorre 
consumo de uma mol de moléculas de ATP e a glicose é convertida em glicose-6-
fosfato a qual numa segunda reação catalisada pela glicose-6-fosfato desidrogenase é 
convertida em gluconato-6-fosfato, acoplada à produção de NADPH o qual pode ser 
quantificado por espetrometria de absorção molecular.  
Neste ensaio as reações decorreram em tampão trietanolamina (50 mM) pH 7,6 
contendo glicose (5 mM); ATP (1 mM); NADP+ (0,05 mM); G6PD (0,3 U) e um 
volume adequado de sobrenadanteTP, na diluição adequ a de proteína (80 µg/mL). O 
branco foi determinado utilizando a mesma mistura de reação substituindo o volume de 
amostra por igual volume de tampão trietanolamina. 
O valor da atividade HXK foi calculado a partir do c eficiente angular das 
curvas de reação lineares traçadas pelo incremento da absorvência a 340 nm, ao longo 
de 600 s, a 30 ºC e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 6,22 mM-






 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
72 
3.3.4.2. Piruvato cinase 
O enzima piruvato cinase desempenha um papel crucial no consumo de glicose 
nos organismos respiratórios facultativos. Este enzima é um dos principais responsáveis 
pelo seu crescimento na ausência de oxigénio ao permitir a geração de ATP pela 
formação de piruvato, utilizando o fosfoenolpirovato como substrato, conferindo assim 
autonomia de oxi-redução à glicólise (141). A atividade PYK foi determinada de acordo 
com a metodologia descrita por Maitra, 1971 (290) e Bergmeyer, 1983 (289), de acordo 
com a qual a atividade piruvato cinase foi acoplada o enzima lactato desidrogenase, 
permitindo desta forma que após a conversão de fosfoenolpiruvato em piruvato este 
possa ser convertido em lactato pela ação de lactato desidrogenase, utilizando o NADH 
como cofator.  
Assim, a atividade PYK foi determinada na mistura de ensaio em tampão Tris-
HCl (100 mM) pH 8,0 contendo fosfoenolpiruvato (1 mM); ADP (1 mM); frutose 1,6-
difosfato (1mM); NADH (0,03 mM); lactato desidrogenase (0,3 U) e um volume 
adequado de sobrenadanteTP na diluição adequada de proteína (50 µg/mL). O branco 
utilizado para a determinação desta atividade consistiu na mesma mistura de reação 
substituindo a amostra por igual volume de água. O valor da atividade PK foi calculado 
a partir do coeficiente angular das curvas de reação lineares, traçadas pela leitura do 
decréscimo da absorvência a 340 nm, ao longo de 600 s, a 37 ºC e utilizando o valor do 
coeficiente de absortividade molar de 6,22 mM-1cm-1 para o NADH. 
 
3.3.4.3. Piruvato descarboxilase 
O enzima piruvato descarboxilase, localizado no citoplasma, promove a 
descarboxilação oxidativa do piruvato a acetaldeído  apresenta-se sob a forma de um 
homotetrâmero com subunidades de 62 KDa de dimensão molecular.  
A determinação da atividade enzimática PDC foi realizada de acordo com o 
método descrito por  Bergmeyer, 1983  (289), de acordo com o qual o piruvato por ação 
do PDC foi convertido em dióxido de carbono e acetald ído. A presença de álcool 
desidrogenase no meio de reação permitiu a conversão do acetaldeído a etanol 
acompanhada da oxidação de NADH.  
Assim, a mistura de reação em tampão MES (0,5 M) pH 6,0 foi constituída por 
piruvato (30 mM); NADH (10mg/mL); ADH (10 U/mL) inic ando-se a reação pela 
adição de um volume adequado de sobrenadanteTP (50 µg/mL de proteína). O branco 
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foi determinado utilizando a mesma mistura de ensaio n  ausência de amostra e repondo 
o seu volume por tampão MES. 
O valor da atividade PDC foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas 
de reação lineares, traçadas pela leitura do decréscimo da absorvência a 340 nm, ao 
longo de 600 s, a 30 ºC e utilizando o valor do coefi iente de absortividade molar de 
6,22 mM-1cm-1 para o NADH. 
 
3.3.4.4. Álcool desidrogenase  
Álcool desidrogenase designa um grupo de enzimas de ocorrência ubíqua 
pertencentes à classe das oxi-redutases, as quais participam na interconversão de álcoois 
em aldeídos ou cetonas, processo que ocorre acoplado à redução de dinucleótido de 
adenina e nicotinamida (291) (292). 
A determinação da atividade ADH foi realizada de acordo com o método 
descrito por Postma, 1989 (293). A mistura de reação em tampão Tris-HCl (0,5 M) pH 
9,0 continha NAD+ (40 mM) e um volume adequado de sobrenadanteTP (150 µg/mL de 
proteína) e a reação enzimática foi iniciada pela adição de etanol (1M). O branco foi 
determinado pela substituição da amostra por tampão Tris-HCl. O valor da atividade 
ADH foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas de reação lineares, 
traçadas pela leitura do incremento da absorvência a 340 nm, ao longo de 600 s, a 37 ºC 
e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 6,22 mM-1cm-1 para o 
NADH. 
 
3.3.4.5. Lactato desidrogenase  
O enzima lactato desidrogenase citoplasmático, DLD3 endógeno d  S. cerevisiae 
reconhece o piruvato como substrato, sendo a sua expressão reprimida pela presença de 
glicose no meio de cultura, refletindo na baixa produção de lactato nessas condições 
experimentais (95).  
Esta atividade enzimática foi determinada recorrendo a alíquotas do 
sobrenadanteTP (concentração proteína 100 µg/mL) de acordo com o método proposto 
por Bergmeyer, 1983 (289) utilizando como meio de reação, tampão fosfato (0,1M) pH 
7,0 contendo piruvato (0,05 mg/mL) e NADH (0,1 mg/mL). O branco foi constituído 
pela mesma mistura de ensaio substituindo o volume de amostra por tampão fosfato 
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das curvas de reação lineares, traçadas pela leitura do decréscimo de absorvência a 340 
nm, ao longo de 180 s, a 25 ºC e utilizando o valor do coeficiente de absortividade 
molar de 6,22 mM-1cm-1 para o NADH. 
 
3.3.4.6. Citrato sintase 
Citrato sintase é um dos enzimas reguladores do ciclo do citrato que participa na 
condensação do oxaloacetato com o acetil-CoA proveniente da descarboxilação 
oxidativa do piruvato, mediada pelo complexo multienz mático piruvato desidrogenase, 
em leveduras crescidas na presença de glicose. 
A atividade CS foi determinada em tampão Tris-HCl (100 mM) pH 8,0 
contendo; acetil-CoA (0,1 mM); oxaloacetato (0,2 mM), um volume adequado de fração 
rica em mitocondrios correspondente ao sedimentoTris-sacarose (concentração proteína 
50 µg/mL) e ácido 5,5′-ditiodi-2-nitrobenzoico (reagente de Ellman) (0,25 mM) (294). 
O branco foi determinado utilizando a mesma mistura de ensaio substituindo o volume 
de amostra por tampão (100 mM) pH 8,0. A dependência da reação do oxaloacetato 
também foi confirmada. 
O valor da atividade CS foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas 
de reação lineares, traçadas pela leitura do aumento da absorvência a 412 nm ao longo 
de 300 s, a 25 ºC e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 14,14 
mM-1cm-1 para o 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB−).   
 
3.3.4.7. Succinato desidrogenase  
O enzima succinato desidrogenase intervém no ciclo do citrato e na cadeia 
respiratória, catalisando a oxidação do succinato a fumarato, acoplada à redução do 
coenzima FAD a FADH2 (162). 
A atividade específica succinato desidrogenase (SDH) do sedimentoTris-
sacarose foi medida indiretamente através do aumento da absorção do citocromo c 
reduzido. As amostras (proteína 20 µg/mL) foram incubadas em tampão fosfato (50 
mM) pH 7,4 contendo citocromo c (100 mM); cianeto de potássio (1 mM); sucinato (2,5 
mM) (295). O branco foi determinado utilizando a mes a mistura de ensaio 
substituindo a amostra por igual volume de tampão fosfato. O valor da atividade SDH 
foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas de reação lineares, traçadas pela 
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leitura do incremento da absorvência a 550 nm ao longo de 600 s a 25 ºC e utilizando o 
valor do coeficiente de absortividade molar de 19,0 mM-1cm-1. 
3.3.4.8. NADH ubiquinona desidrogenase I 
S.cerevisiae não apresenta complexo I na cadeia respiratória, pelo que dispõe de 
3 NADH desidrogenases localizadas na membrana interna mitocondrial. Assim, os 
equivalentes redutores sob a forma de NADH gerados no citoplasma são oxidados pela 
NADH ubiquinona oxidorredutases também denominadas NADH desidrogenases 
externas (NDE1).   
A atividade NADH ubiquinona desidrogenase foi determinada no 
sedimentoTris-sacarose em tampão fosfato (10 mM) pH 7,5 contendo KCN (100 μM); 
citocromo c (22,5 μM) e um volume adequado de fração rica em mitocondri s (80 
µg/mL de proteína) a 30 ºC na presença de NADH (0,5 mM), de acordo com Tzagoloff, 
1971 (283) e Ludovico, 2002 (296). O branco foi determinado utilizando a mesma 
mistura de ensaio substituindo a amostra por igual volume de tampão fosfato. O valor 
da atividade NDE1 foi calculado a partir do coeficinte angular das curvas de reação 
lineares, traçadas pela leitura do incremento da absorvência a 550 nm, ao longo de 180 
s, a 30 ºC e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 21 mM-1 cm-1 
para a forma ferrosa do citocromo c. 
 
3.3.4.9. Malato desidrogenase 
Os enzimas MAE1 e MDH1, mitocondriais e MDH3, peroxissomal, que 
catalisam a interconvesão dependente de NAD(P)H do malato em oxaloacetato ou em 
piruvato ao nível do ciclo do citrato parecem ser vitais para assegurar o crescimento de 
S. cerevisiae quando esta metaboliza acetato como fonte de carbono (175)(176). O 
isoenzima MDH1 faz parte do mecanismo de transporte de quivalentes redutores sob a 
forma de NADH que regula a razão NAD+/NADH no citoplasma e no mitocondrio 
(175). No citoplasma podemos encontrar os isoenzimas MDH2 que fazem a conversão 
do oxaloacetato em piruvato com formação de NADPH, usado na biossíntese de lípidos 
(171) (88) (174).  
A determinação da atividade do enzima malato desidrogenase (MDH1, MDH3, 
MAE1) decorreu em tampão Tris–HCl (0,1 M) pH 7 contendo MgCl2 (1 mM), NH3 (1 
mM), KCl (1 mM), ácido málico (10 mM) e sedimentoTP (50 µg/mL de proteína) na 
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determinação da atividade do enzima malato desidrogenase citoplasmático (MDH2) 
presente no citoplasma foi realizada na fração sobrenadante nTP (150 µg/mL de 
proteína) iniciando-se a reação pela adição de NADP+ (1mM) (196).  
O valor da atividade malato desidrogenase foi calcul da a partir do coeficiente 
angular das curvas de reação lineares, traçadas pela leitura do incremento da 
absorvência a 340 nm, a 30 ºC, ao longo de 300 s e utilizando o valor do coeficiente de 
absortividade molar de 6,22 mM-1cm-1. 
 
3.3.4.10. Glicose-6-fosfato desidrogenase  
A via das pentoses fosfato constitui uma das principais fontes de NADPH 
utilizado na neutralização de ROS, em reações biossintéticas redutoras e na produção de 
intermediários metabólicos. Desta forma, o enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, 
enzima regulador da via das pentoses fosfato, é umaproteína filogeneticamente 
conservada que catalisa a oxidação da glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconolactona, uma 
reação modulada retroativamente pela razão NADPH/ NADP+ (297). 
Esta atividade enzimática foi determinada recorrendo a alíquotas do 
sobrenadante pós 12000 g (concentação proteína 150 µg/mL) de acordo com o mét do 
proposto por (293) e (289) utilizando como meio de reação solução tampão Tris-HCl  
(50 mM) pH 8,0 contendo NADP+ (0,4 µM), MgCl2 (5 mM). A reação foi iniciada pela 
adição de glicose-6-fosfato (5 mM), após estabilização a 37 ºC durante 60 s. Os valores 
de absorvência foram registados contra um branco constituído pela mistura de reação e 
substituindo a amostra por igual volume de tampão Tris-HCl (50 mM) pH 7,0.  
O valor da atividade G6PD foi calculado a partir do coeficiente angular das 
curvas de reação lineares, traçadas pela leitura do incremento da absorvência a 340 nm, 
ao longo de 180 s e utilizando o valor do coeficiente de absortividade molar de 6,22 
mM-1cm-1 para o NADPH. 
 
3.3.5. Influência das condições de cultura na capacidade antioxidante de S. 
cerevisiae  
A produção de espécies reativas de oxigénio encontra-se intimamente 
relacionada com o metabolismo aeróbio e como tal os organismos vivos desenvolveram 
mecanismos antioxidantes associados a esse processo capazes de neutralizar os efeitos 
deletérios das ROS. A resposta enzimática constitui uma linha de defesa primária que 
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atua sobre as ROS promovendo, por exemplo, a dismutação do radical anião superóxido 
em peróxido de hidrogénio, o qual pode ser reduzido a água pelos enzimas catalase e 
glutationo peroxidase. O glutationo é capaz de captur r ROS pela conversão do seu 
grupo sulfidrilo em dissulfureto de glutationo, desempenhando assim um papel de 
relevo nas linhas de defesa não enzimáticas. A reciclagem deste tripéptido é garantida 
pelo ciclo do glutationo que envolve os enzimas glutationo peroxidase e glutationo 
redutase, auxiliado pelo enzima glicose-6-fosfato desidrogenase que disponibiliza 
equivalentes redutores para o funcionamento do cicl. 
 
3.3.5.1. Glutationo redutase 
Glutationo redutase encontra-se diretamente envolvido no ciclo do glutationo, 
reduzindo o dissulfureto de glutationo (GSSG) à sua forma tiólica (GSH), na presença 
de NADPH (298).  
A sua atividade específica foi determinada no sobrenadante TP, seguindo o 
método descrito por Goldberg (299). Neste método, a mistura de reação era constituída 
por tampão fosfato (0,12 M) pH 7,2, EDTA (0,5 mM), GSSG (2 mM) e amostra 
(concentação proteína 150 µg/mL), incubada durante 5 min a 37 ºC. A reação foi então 
iniciada com adição de NADPH (0,15 mM), lendo-se a absorvência contra o branco, 
onde a amostra foi substituída por tampão fosfato (0,12 M) pH 7,0.  
O valor da atividade GR foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas 
de reação lineares, traçadas pela leitura do decréscimo da absorvência a 340 nm, ao 
longo de 300 s, a 37 ºC e utilizando o valor do coefi iente de absortividade molar de 
6,22 mM-1cm-1 para o NADPH. 
 
3.3.5.2. Glutationo peroxidase 
O enzima GPx, outro membro do ciclo do glutationo, desempenha um papel 
crucial na resposta antioxidante, pela capacidade que tem para reduzir lipoperóxidos 
e/ou o peróxido de hidrogénio a alcoóis ou água, acopl da à conversão de glutationo em 
dissulfureto de glutationo. 
A atividade glutationo peroxidase foi determinação de acordo com o protocolo 
proposto por (300). A mistura de reação constituída por tampão fosfato (70 mM) pH 
7,2, GSH (500 µM), GR (12 mU), NADPH (160 mM) e volume adequado de 





 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
78 
a 37 ºC. A reação foi iniciada pela adição de ter-butilhidroperóxido (100 µM) e 
monitorizada pela leitura, em contínuo, da absorvência a 340 nm contra um branco com 
composição semelhante, onde o volume de amostra foi substituído por tampão fosfato 
(70 mM) pH 7,0.  
O valor da atividade GPx foi calculado a partir do coeficiente angular das curvas 
de reação lineares traçadas pela leitura do decréscimo da absorvência a 340 nm, ao 
longo de 180 s, a 37 ºC e utilizando o valor do coefi iente de absortividade molar de 
6,22 mM-1cm-1 para o NADPH. 
 
3.3.5.3. Superóxido dismutase  
Os enzimas superóxido dismutase catalisam a conversão do radical anião 
superóxido (O2-•) em peróxido de hidrogénio e dioxigénio. Os enzimas Cu/ZnSOD são 
os principais responsáveis pela remoção do anião superóxido do citoplasma e 
possivelmente dos peroxissomas. Por outro lado, os enzimas MnSOD protegem 
maioritariamente o mitocondrio do radical superóxido gerado pelo metabolismo 
respiratório. 
A determinação desta atividade enzimática foi realizada de acordo com o 
método descrito por Oberley, 1984 (301) recorrendo ao sistema xantina/NBT no qual o 
radical anião superóxido foi gerado pela conversão de xantina em ácido úrico e 
peróxido de hidrogénio, na presença de dioxigénio e de xantina-oxidase. A 
quantificação do produto cromogéneo NBT-diformazano resultante da redução do sal 
azul de tetrazólio (NBT), pelo radical anião superóxido, proveniente da ação da xantina 
oxidase, permitiu de forma indireta, a determinação da atividade enzimática uma vez 
que o enzima SOD, presente na amostra, compete com o NBT na oxidação do radical 
anião superóxido, diminuindo a taxa de formação do cromóforo. 
Assim, a determinação da atividade SOD foi realizada numa mistura de reação 
em tampão fosfato (35 mM) pH 7,8 contendo EDTA (0,1 mM), NBT (30 µM); BSA 
(0,5 %); xantina (0,1 mM); xantina oxidase (0,1 mU/L) e amostra (sobrenadanteTP ou 
sedimentoTP, 200 ou 150 µg/mL de proteína respetivamente). O branco foi determinado 
utilizando a mesma mistura de ensaio substituindo a amostra por tampão fosfato. 
A atividade SOD presente na amostra foi calculada pel  ercentagem de inibição 
da taxa de formação de NBT-diformazano a partir do coeficiente angular das curvas de 
reação lineares, traçadas pela leitura do decréscimo da absorvência a 560 nm, ao longo 
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de 300 s, a 25 ºC, considerando que 1U corresponde à quantidade de enzima presente na 
amostra que causou 50% de inibição da taxa de redução do sal azul de tetrazólio.  
3.3.5.4. Catalase   
Os enzimas catalase pertencentes à subclasse das oxi orredutases apresentam 
distribuição ubíqua pelos seres vivos e possuem como principal função decompor o 
peróxido de hidrogénio em água e dioxigénio. Em S. cerevisiae podem ser detetadas 
duas isoformas, a CTT1 de localização citoplasmática e a CTA1 de localização 
peroxissomal.  
A determinação desta atividade catalítica fez-se segundo o método desenvolvido 
por Beers, 1952 (302), acompanhando-se a degradação o H2O2 pelos enzimas CTA1 e 
CTT1, pelo registo da variação de absorvência a 240 nm, a 25 ºC durante 120 s, contra 
um branco constituído pelo meio de reação onde foi substituído o volume de amostra 
por igual volume de tampão fosfato (10 mM) pH 7,0. Utilizou-se em cada caso 
alíquotas de sobrenadanteTP (CTT1) ou sedimentoTP (CTA1) com concentração 
aproximada de proteínas de 150 mg/mL e 70 mg/mL, respetivamente, em meio de 
reação composto por tampão fosfato (50 mM) pH 7,0 e H2O2 (30 mM). 
O valor da atividade catalase foi calculado a partir do coeficiente angular das 
curvas de reação lineares utilizando o coeficiente de absortividade molar de 0,0435 mM-
1.cm-1 para o H2O2.  
 
3.3.5.5. Glutationo e dissulfureto de glutationo 
O tripéptido γ-glutamil-l-cisteinilglicina (GSH) é composto, como a sua 
designação sugere, pelos resíduos de aminoácidos glutamato, glicina e cisteína, onde 
este possui um grupo sulfidrilo que se comporta como nucleófilo e redutor. Nesse 
contexto cumpre um papel fundamental ao nível das defesas antioxidantes celulares, 
encontrando-se presente na célula em níveis de concentração citoplasmática, nuclear e 
mitocondrial elevada, prevenindo a ocorrência de danos causados pelas ROS. O 
glutationo enquanto doador de eletrões converte-se m dissulfureto de glutationo 
quando manifesta a sua ação como antioxidante. Como descrito anteriormente, o GSH 
pode ser regenerado a partir do GSSG pelo enzima glut tiono redutase que catalisa uma 
reação dependente do NADPH gerado pela via das pentoses fosfato.  
Desta forma a razão GSH/GSSG e o conteúdo em tióis totais não proteicos (GSH 
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estado redox da célula, nomeadamente quando contatam com agentes de stress. Desta 
forma, uma relação GSH/GSSG elevada (≈1,2 em leveduras), favorece um ambiente 
redox celular adequado (303).  
O método utilizado na determinação do GSH foi descrito por Hissin, 1976 (304) 
recorrendo ao OPT para desenvolver um fluoróforo quantificável por espetrometria de 
fluorescência. Para tal, foi preparada uma mistura de reação com alíquotas de 
sobrenadanteTP, na diluição adequada à qual se adicionou padrão (GSH) ou tampão 
fosfato (10 mM) pH 7,0, no caso do branco, tampão fosfato (0,1 M) pH 8,0 com EDTA 
(0,005 M) e OPT na proporção de 1:30:2. A mistura foi agitada e incubada durante 15 
min à temperatura ambiente, procedendo-se à posterior l itura de fluorescência a λexc 
350 nm e ao λem 420 nm.  
A concentração em GSH, por grama de peso seco, no sobrenadanteTP das 
amostras, foi determinada por interpolação gráfica recorrendo a curva de calibração 
previamente construída com padrões de GSH, para o intervalo de concentração 0-100 
µM. 
Na quantificação do GSSG foi utilizado o método de Carru, 2003 (305), 
utilizando alíquotas de sobrenadanteTP, na diluição adequada, que foram incubadas 
durante 30 min com NEM (20 µM) para sequestrar o GSH endógeno. Fez-se reagir esta 
mistura com OPT comercial e NaOH (0,1 M) na proporçã  1:1:18, à temperatura 
ambiente, durante 15 min. A potência de fluorescência lida a λexc 350 nm e a λem 420 
nm foi utilizada para calcular a concentração em GSS , por g de peso seco, na fração 
sobrenadante pós 12000 g, por interpolação gráfica em curva de calibração previamente 
construída utilizando padrões de GSSG no intervalo de concentração 0-80 µM. 
 
3.3.5.6. Espécies reativas de oxigénio 
As espécies reativas de oxigénio são subprodutos normais do metabolismo 
celular, nomeadamente ao nível da cadeia respiratória mitocondrial. Contudo, quando os 
seus níveis se sobrepõem aos níveis dos sistemas de defesa, podem levar à formação de 
danos ao nível de ácidos nucleicos, proteínas, lípidos e outros componentes celulares, 
podendo em casos extremos levar à morte da célula (306). 
O conteúdo em ROS na amostra foi determinado de acordo com o método 
fluorimétrico proposto por LeBel, 1992 (307) que utiliza o 2’,7’- diclorofluoresceína 
(DCFH) que na presença de peróxido de hidrogénio é rapidamente oxidada a DCF que 
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apresenta fluorescência elevada, permitindo assim etimar os níveis de peróxido de 
hidrogénio. Fez-se reagir alíquotas do sobrenadanteTP com 2 mL de solução DCFH (25 
µM) preparada em tampão fosfato (1 mM) pH 7, 4 e tampão Tris-HCl (40 mM) pH 7,4 
na proporção 1:40, durante 10 min, a 37 ºC, após o que se leu a potência de 
fluorescência da mistura a λexc488nm e a λem525nm. Preparou-se ainda uma curva de 
calibração com peróxido de hidrogénio no intervalo de 0-400 µM que permitiu calcular 
por interpolação gráfica a quantidade de ROS present  nas amostras. 
 
3.3.5.7. Peroxidação lipídica 
A interacção das espécies reativas de oxigénio com a célula pode despoletar a 
peroxidação lipídica, provocando a deterioração direta da membrana celular, devido à 
rutura oxidativa da cadeia carbonada dos resíduos acilo polinsaturados da membrana, 
culminando na formação de aldeídos como o malonaldeído (MDA), um produto 
extremamente reativo. Assim, o conteúdo intracelular de MDA é frequentemente 
utilizado como marcador de danos oxidativos na célula (308). 
Na determinação do conteúdo em MDA utilizou-se o método descrito por 
Ohkawa, 1979 (309) . Este método baseia-se na reação do MDA, presente na amostra, 
com o ácido tiobarbitúrico (TBA). O produto desta re ção emite fluorescência podendo 
desta forma detetar-se o teor de MDA por espetrometria de fluorescência. 
Utilizando volume adequado de amostra, sobrenadanteTP, preparou-se um meio 
de reação com SDS (8,1%), TBA (0,4%) em tampão acetato (10%) pH 3,5 (1:2:30). 
Esta mistura foi deixada a incubar durante 60 min em banho a 95ºC com agitação 
constante, seguindo-se um período de 15 min de arrefecimento em gelo que conduziu à 
paragem da reação. Após arrefecimento foi adicionad n-butanol (1:1) seguido de 
agitação em vórtex. Aguardou-se a separação de fases centrifugando a mistura a 1600 g 
durante 10 min, após 60 min de repouso. Procedeu à r colha da fase orgânica que foi 
posteriormente utilizada na determinação da potência de fluorescência a λexc515nm e 
λem553nm. O branco foi preparado com mesma mistura de reação substituindo a 
amostra por tampão fosfato (10 mM) pH 7. A concentração de MDA na amostra foi 
determinada por interpolação em curva de calibração gerada com soluções padrão de 
MDA (2,5 a 100 µM), obtido por hidrólise de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em meio 
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3.3.6. Análise estatística dos resultados 
Os resultados experimentais em bioquímica podem apresentar dispersão elevada 
devido à grande variabilidade dos modelos biológicos. A credibilazação desses 
resultados exige sempre a aplicação de métodos de análise estatística adequados aos 
ensaios executados. A sua escolha depende da dimensão da amostra (n), uma vez que a 
incerteza dos resultados é inversamente proporcional à sua dimensão e depende da 
quantidade de ensaios controlo e de tratamentos realizados. Neste estudo, optou-se por 
realizar cinco experiências independentes para cada controlo ou tratamento realizado (n 
= 5), previamente descritos no ponto 3.3.1, procurando-se minimizar o número de 
fatores de variabilidade associado a cada ensaio. 
Em geral, os resultados obtidos com modelos biológicos seguem, na maior parte 
dos casos, uma distribuição de probabilidade gaussina que corresponde a uma curva 
contínua, simétrica em forma de sino, caracterizada por dois parâmetros: a abcissa do 
máximo dessa curva, designada por média aritmética (µ) e a distância da média ao 
ponto de inflexão dessa curva que se designa por desvio padrão (σ). 
Embora o número de réplicas (5) seja inferior ao ideal admitido pela estatística 
dos grandes números, cujo volume de trabalho e custos operacionais seriam 
incomportáveis em Bioquímica, a validade estatística da análise aqui efetuada socorreu-
se do corolário do teorema do limite central que diz: as médias das amostras de uma 
população com distribuição gaussiana terão também uma distribuição gaussiana, 
qualquer que seja a dimensão (n) da amostra. O referido teorema postula ainda que à 
medida que a dimensão aumenta, as suas medidas aproximam-se estreitamente da 
distribuição gaussiana independentemente da distribuição da população, ou seja, mesmo 
quando a distribuição dos dados individuais não é gaussiana. (310) (311) (312). 
A análise de variância desenvolvida por Fischer tem co o principal alvo testar 
se a média estatística de duas ou mais amostras provêm de populações com a mesma 
média paramétrica. Embora a determinação de diferenças significativas entre duas 
amostras, possa ser realizada com recurso ao teste t, a mesma abordagem para um 
número elevado de amostras exige que seja efetuada análise de variância simples 
ANOVA I, um teste estatístico mais adequado (310) (313) (312). 
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Em qualquer análise de variância, compara-se sempre a amostras ou grupos de n 
replicados, podendo sempre obter-se estimativas da variância da população a partir da 
soma dos quadrados de cada grupo utilizando a expressão: 





Contudo pode-se realizar uma melhor estatística da variância, recorrendo ao 
cálculo da média pesada da variância, vulgarmente designada por variância no interior 
dos grupos, utilizando a expressão geral em que a variância de cada amostra si2 é 
afetada pelos graus de liberdade df = ni-1:  
 







Este termo estima a dispersão em cada grupo individualmente, sendo assumido 
que todos os grupos se comportam como igualmente variáveis e engloba a variação em 
todos eles (310) (313) (312). 
Uma segunda estimativa da população pode igualmente s r calculada eliminando 
as próprias fronteiras entre os grupos, vulgarmente designada por variância entre 
grupos, tratando as médias ,̅ dos a grupos, como se fossem a observações de uma 
amostra. Esta segunda estatística não está tão próxima do valor tomado com verdadeiro, 
como a estatística anterior baseada na variância da mé ia dentro dos grupos, sendo um 
estimador independente da variância paramétrica σ2. A variância entre grupos que 
estima essencialmente a dispersão das médias entre os grupos pode então ser calculada 
para a-1 graus de liberdade por (310) (313) (312): 
 





O conhecimento destes dois estimadores independentes da variância permite-nos 
testar se, de facto, estimam o mesmo parâmetro ou nã . Para esse efeito utiliza-se a 
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replicados da amostra 1 e se calcula a sua variância )-*, n2 replicados da amostra 2 e se 
calcula a sua variância )**, mesmo quando a dimensão da amostra 1 é diferente da 
dimensão da amostra 2, o quociente: 
67 	 )-*)** 
deverá ser próximo de 1, se as variâncias estatístic s estimarem o mesmo parâmetro. A 
função de distribuição F é uma curva de probabilidade teórica onde o quociente das 
variâncias das amostras )-* )**⁄  constituem estimadores estatísticos que podem ou nã  
seguir uma distribuição F. Quando o nº de graus de liberdade é muito baixo a 
distribuição assume a forma de L, mas à medida que ess valor aumenta a distribuição 
passa a descrever uma curva com um máximo deslocado para a direita. As tabelas da 
distribuição F, apresentam assim a função de distribuição cumulativa para vários valores 
de probabilidade selecionados (310) (312) (313). 
Ao testar-se a hipótese nula H0: µ1= µ2 = µ3……= µn, determinou-se por 
interpolação, o valor crítico da tabela correspondente ao número de graus de liberdade 
respetivo, para o nível de confiança de 99%, na maior parte das situações e 95% em 
alguns casos. Calculou-se então o valor de F estatístico que nesta situação correspondeu 
ao quociente da variância entre grupos pela variância no interior dos grupos. Quando o 
valor de F estatístico era superior ao valor crítico da tabela, rejeitou-se a hipótese nula 
de as médias dos grupos estimarem populações idênticas, concluindo-se que existiam 
diferenças entre eles. Caso contrário as diferenças observadas não puderam ser 
consideradas estatisticamente significativas e aceitou-se a hipótese nula. Sempre que o 
teste F permitiu detetar diferenças significativas, passou-se a uma segunda fase da 
análise de variância onde se procurou discriminar os grupos que diferem entre si. Caso 
contrário, não se prosseguiu com a análise estatístic , uma vez que não se detetaram 
diferenças entre os diferentes grupos da população. No segundo estágio, a média 
estatística de cada grupo foi comparada com a média estatística dos outros grupos 
utilizando o teste de Duncan, derivado do teste t. A sua aplicação fez sentido porque se 
procurou avaliar se os tratamentos fixos efectuados contribuíram para as diferenças 
observadas entre os grupos (310) (313) (312). 
Existem muitos processos alternativos de comparações médias de tratamentos 
testados numa experiência, vulgarmente descritos por comparação de pares ou 
comparação de grupos. Quando o número total de tratamentos é elevado, como foi este 
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caso, é recomendada a aplicação do teste de Duncan como mais adequada. O 
procedimento envolveu o cálculo de fronteiras numéricas ou intervalos de confiança que 
permitem considerar como significativas ou não as diferenças observadas entre 
quaisquer médias de tratamentos (313). A concretização do processo passou pela 
ordenação das médias estatísticas de todos os tratamentos por ordem decrescente do seu 
valor e pelo cálculo do desvio padrão da média 9:; utilizando a equação: 
 
9:;  <2	)*  
 
Posteriormente, calcularam-se (a-1) intervalos de confiança Rp pela expressão: 
 
	>?  @A7B4√*             Para p = 2, 3 ….a 
 
onde a representa o número total de tratamentos, 9:; o desvio padrão da média das 
médias já calculados e rp diz respeito ao valor tabelado dos intervalos de confiança da 
distribuição t-student, dependentes da posição de ordenação p de cada média estatística 
e de a (n-1) graus de liberdade. Uma vez calculados os valores de Rp, calculou-se a 
diferença entre a média estatística mais elevada e o valor de Rp, ou seja o valor de Rp 
com p = t que foi comparado com os valores de outras médias estatísticas. Quando as 
médias estatísticas eram inferiores a essa diferença, considerou-se significativamente 
diferentes da média estatística mais elevada (313). Seguidamente repetiram-se os passos 
anteriores, calculando-se uma nova diferença com os valores de Rp e das médias dos 
tratamentos remanescentes e procedeu-se como anteriormente. O processo repetiu-se até 
comparar todos os pares de grupos em estudo (313). 
Neste trabalho, os resultados para cada tratamento são apresentados de forma 
gráfica, para facilitar a sua leitura. As representações adotadas correspondem a linhas 
em escala aritmética ou barras. Relativamente aos gráficos de barras, a sua espessura é 
arbitrária, mas o seu comprimento é proporcional ao v l r absoluto da variável que 
representa como recomendado por Sokal e Rohlf (310). Os elementos presentes em cada 
gráfico são o título, a legenda explicativa da natureza e origem dos resultados. Como 
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resultados utilizou-se o desvio padrão da média (SEM) por ser encarado como um 
indicador de viabilidade expectável da média das amostras. Em acréscimo, o desvio 
padrão da média, resultou do quociente entre o desvio padrão e √, sendo por isso uma 
medida do afastamento das médias dos valores das amostr s relativamente à média da 
população que nunca ultrapassa o desvio padrão (310) ( 2).  
Os cálculos e representações gráficas foram realizados utilizando os programas 




Autoclave da marca Uniclave, modelo 5S  
Balança analítica da marca Mettler, modelo AE 200  
Balança micro-analítica da marca Mettler Toledo, model  AX 205  
Banho de ultra-sons Sonorex RK100 
Banho termostatizado com agitação marca Memmert, modelo 3200 R  
Câmara de ultra congelação da marca New Brunswick sc entific, modelo U6785 
Centrífuga da marca Hermle, modelo Z323 K  
Equipamento para obtenção de água ultra pura da marca Barnstead, modelo easy pure 
UV/UF  
Espetrómetro de absorção molecular da marca Thermo Scienticfic, modelo Genesys 10 
Espetrómetro de absorção molecular de feixe duplo da marca Hitachi, modelo U2001, 
com banho de circulação de água da Grant. 
Espetrómetro de fluorescência de feixe simples da marca Shimadzu, modelo RF-5001 
PC  
Estufa WTC binder 
Estufa incubadora marca Memert 
Homogeneizador de sonda de ultra-sons da marca Branson Sonifier, modelo 450  
Placa de agitação da marca Labinco, modelo L34  
Potenciômetro da marca Metrohm, modelo 691  
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3.5. Reagentes 
1,1,3,3-tetrametoxipropano,99%, Sigma, St. Louis  
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, ≥99%, Sigma, St. Louis  
Acetil-CoA, Sigma, St. Louis 
Ácido acético (10%), MERCK, Darmstadt 
Ácido clorídrico, pró-análise (d = 1,19) 37%, MERCK, Darmstadt  
Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (sal dissódico), 99% Sigma, St. Louis 
Ácido gálico, ≥98% MERCK, Darmstadt 
Ácido linoleico, ≥99% Sigma, St. Louis 
Ácido málico, 99% Sigma, St. Louis 
Ácido triobarbitúrico, pró-análise, 99%, MERCK, Darmstadt  
Adenosina difosfato (ADP), ≥95%, Sigma, St. Louis  
Adenosina trifosfato (ATP), ≥99%, Sigma, St. Louis  
Albumina de soro bovino (BSA), ≥95%, Sigma, St. Louis 
Álcool desidrogenase (ADH), ≥300 units/mg protein, Sigma, St. Louis 
Carbonato de sódio anidro, pró-análise, 99,5%, MERCK, Darmstadt  
Cianeto de potássio, ≥97%, Sigma, St. Louis 
Citocromo c, ≥95%, Sigma, St. Louis 
Cloreto de magnésio, 99%, Sigma, St. Louis 
Cloreto de magnésio hexahidratado, 99%, Sigma, St. Louis  
Cloreto de potássio (KCl), ≥99%, Sigma, St. Louis 
Dihidrogenofosfato de potássio, pró-análise, 99,0%, MERCK, Darmstadt  
Dihidrogenofosfato de sódio, pró-análise, 99,0%, MERCK, Darmstadt  
Dissulfureto de glutationo, pró-análise, 98,0%, Sigma, St. Louis  
Duodecilssulfato de sódio, 99,0%, Sigma, St. Louis  
Etanol, pró-análise (d = 0,79) 99,8%, MERCK, Darmstadt  
Extrato de levedura, resíduos <15%, Sigma, St. Louis 
Fosfoenolpiruvato, 99,0%, Sigma,  St. Louis  
Frutose 1,6-difosfato, ≥98% Sigma, St. Louis  
Glicerol, ≥99%,  MERCK, Darmstadt 
Glicilglicina, 98,0%, MERCK, Darmstadt  
Glicose-6-fosfato desidrogenase, ≥95%, Sigma, St. Louis  





 Joana Capela-Pires, Tese de Doutoramento 
88 
Glutationo redutase, 99,9 %, Sigma, St. Louis   
Glutationo reduzido, 98 %, Sigma, St. Louis 
Glutationo, pró-análise, 98,0%, Sigma, St. Louis  
Hidrogenofosfato de sódio anidro, pró-análise, 99%, MERCK, Darmstadt  
Hidrogenofosfato de dipotássio, pró-análise, 99,5%, MERCK, Darmstadt  
Hidróxido de sódio, pró-análise, 99,0%, MERCK, Darmstadt  
Lactato desidrogenase, 95%, Sigma, St. Louis 
Nanopartículas de dióxido de titânio <100 nm, 99.7%, Sigma, St. Louis 
Nanopartículas de dióxido de titânio <25 nm, 99.7%, Sigma, St. Louis 
n-butanol, 99%, Sigma, St. Louis  
N-etilmaleimida, 97,0%, Sigma, St. Louis  
Nicotinamida adenina dinucleotído, pró-análise, 98,0%, Sigma, St. Louis  
Nicotinamida adenina dinucleotído, pró-análise, 97,0 %  Sigma, St. Louis 
Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato, pró-análise, 98,0%, Sigma, St. Louis  
o-ftaldeído, 99%, St. Louis 
Oxaloacetato, 97,0 %, Sigma, St. Louis 
Peptona, impureza ≤15%, Sigma, St. Louis  
Peróxido de hidrogénio, pró-análise, 30%, Sigma, St. Louis  
Piruvato, 99%, Sigma, St. Louis  
p-nitrofenilfosfato, Sigma, St. Louis  
Reagente fenólico, segundo Folin-Ciocalteau, pró-análise, Sigma, St. Louis  
Succinato, 98 %, Sigma, St. Louis 
Sulfato de cobre, pró-análise, 99,5 %, MERCK, Darmstadt 
Tartarato de sódio e potássio tetrahidratado, pró-análise, 99,9%, MERCK, Darmstadt 
t-butilidroperóxido, Sigma, St. Louis  
Tris-(hidroximetil)-aminometano, pró-análise, 99,9% MERCK, Darmstadt  
Tween 20, pro-análise, MERCK, Darmstadt 
Xantina oxidase, 10-25% proteína,  Sigma, St. Louis 
Xantina, ≥99%, Sigma, St. Louis 
Efeito Crabtree em Saccharomyces cerevisiae e sua modulação por nanopartículas de dióxido de titânio  
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A competição entre a glicólise e a fosforilação oxidativa para o ADP e Pi com 
ocorrência de défice respiratório, acidificação citoplasmática seguido pela inibição de 
enzimas oxidativos constituem algumas das alterações do metabolismo celular de 
leveduras, moduladas pela glicose, como S. cerevisiae, classificada Crabtree positiva. 
Em termos genéricos este efeito vulgarmente conhecido omo efeito Crabtree é 
designado por alguns autores como efeito de Pasteur negativo e é em muitos aspetos 
semelhante ao efeito Warburg descrito por Meyerhof e Warburg no início do século XX 
em células cancerígenas (48) (288). As referidas alterações metabólicas facilitam a 
sobrevivência das células cancerígenas em condições de hipóxia e por esse motivo têm 
sido frequentemente utilizadas no prognóstico e terapia dirigida do cancro (37). 
Neste estudo procurou-se induzir o efeito de Crabtree em S. cerevisiae UE-ME3 
crescidas em meio YPG pela adição de glicose (2%), meio YPGD, de forma a permitir 
avaliar um eventual efeito modulador por TiO2-NP neste desvio metabólico. Nesta 
aproximação experimental foram utilizadas TiO2-NP com diferente dimensão molecular 
(<25 e <100nm), apensadas à cultura de S. cerevisiae 100 min após a adição de glicose 
ou em simultâneo com o acréscimo deste glúcido e mantendo as condições de agitação 
(180 rpm) e temperatura (28 ºC) ou ainda aplicando choque térmico (HS) pela elevação 
da temperatura da cultura para os 40 ºC (Figura 3.1). 
A leitura e discussão dos resultados decorreram em 3 momentos onde se avaliou 
a influência das condições de cultura na (o): i) taxa específica de crescimento, 
viabilidade e disponibilidade de fosfato inorgânico, ii)  metabolismo energético e iii)  
capacidade antioxidante de S. cerevisiae. 
Em cada momento procurou-se avaliar se a adição de glicose (YPGD) foi 
suficiente para induzir a fermentação aeróbia como descrito no efeito de Crabtree. 
Ultrapassado este primeiro passo do estudo procurou-se avaliar numa primeira fase se a 
adição de TiO2-NP de diferente dimensão molecular, 100 min após a indução do efeito 
Crabtree (ensaio A), sujeitas ou não a HS tiveram cpa idade para reverter esse efeito. 
Numa segunda fase avaliou-se ainda se a adição simultânea de glicose e TiO2-NP de 
diferentes tamanhos (ensaio B), em condições de HS ou não, conseguiram evitar a 
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4.1. Influência das condições de cultura na taxa específica de 
crescimento, viabilidade e disponibilidade de fosfato inorgânico 
em Saccharomyces cerevisiae  
A Figura 4.1 revela que S.cerevisiae UE-ME3 crescidas em meio YPG exibiam 
taxa específica de crescimento (µ) aproximadamente igual a 0,25 h-1, um valor 
característico de S.cerevisiae respiratórias, enquanto que as células cre cidas em meio 
YPGD apresentavam µ ∼ 0,40 h-1, valor descrito para células respiratório-fermentativas, 
comum a situações onde foi induzido o efeito de Crabtree (314) (67).  
A referida Figura mostra também que células crescida  urante 200 min na 
presença de glicose e expostas nos últimos 100 min a T O2-NP (ensaio A), sem ou com 
choque térmico apresentavam µ idênticos aos valores obtidos para células respiratório-
fermentativas. Os valores de µ obtidos, neste ensaio, p ra células expostas a choque 
térmico, na ausência ou na presença de TiO2-NP, não diferiam significativamente entre 
si (p <0,01). 
No ensaio B podemos observar que células crescidas durante 200 min na 
presença de glicose e TiO2–NP <25 nm, na ausência ou na presença de choque térmico, 
apresentavam valores de µ estatisticamente idênticos aos de células respiratórias. 
Resposta idêntica foi também observada para células expostas durante o mesmo período 
de tempo a TiO2-NP <100 nm e choque térmico. O choque térmico ou a exposição a 
TiO2-NP <100 nm sem choque térmico não induziram diferenças significativas (p 
<0,01) no parâmetro µ, relativamente às células respiratório-fermentativas. 
Estes resultados sugerem que no ensaio B, a presença d  TiO2-NP de qualquer 
dimensão e o choque térmico modificaram a taxa específica de crescimento de S. 
cerevisiae UE-ME3 de respiratório-fermentativas para respiratórias. Na ausência de HS 
apenas as TiO2-NP de menor dimensão (<25 nm) exerceram efeito similar. Esta 
primeira aproximação permite inferir que as nanopartículas de menor dimensão, per si, 
exerceram uma ação moduladora negativa, podendo evitar a manifestação do efeito 
Crabtree quando o tempo de exposição é de 200 min, e  simultâneo com a adição de 
glicose. 
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Figura 4.1 Taxa específica de crescimento de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG     , YPGD    ,YPGD 
na ausência de TiO2-NP     e na presença de TiO2-NP <25 nm     ou TiO2-NP <100 nm     , em 
condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os 
resultados representam a média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As 
barras assinaladas com letras diferentes são significativamente diferentes (p <0,01).  
A Figura 4.2 representa a viabilidade celular em cada um dos ensaios 
desenvolvidos neste estudo. A presença de glicose n meio de cultura induziu um 
aumento significativo (p <0,01) da viabilidade celular, compatível com o descrito na 
literatura para células respiratório-fermentativas (306).  
A partir da mesma Figura pode observar-se que células crescidas durante 200 
min na presença de glicose e expostas nos últimos 100 min a TiO2-NP <25 nm (ensaio 
A), sem choque térmico apresentavam viabilidade celular estatisticamente semelhante  
(p <0,01) à de células crescidas em meio YPGD. No entanto, a aplicação do mesmo 
tratamento a TiO2-NP <100 nm, induziu um decréscimo da viabilidade celular para 
valores idênticos aos das células crescidas em meio YPG. Uma resposta idêntica pode 
ser observada em células sujeitas a choque térmico e TiO2-NP <25. A aplicação do 
choque térmico a células expostas nos últimos 100 min da cultura a TiO2-NP <100 
provocou um decréscimo significativo (p <0,01) deste parâmetro relativamente a 
qualquer dos controlos. 
O perfil de resposta obtido com S.cerevisiae tratadas durante 200 min (ensaio B) 
mostra um decréscimo de viabilidade celular em células cultivadas na presença de TiO2-
NP <25 e <100 nm para valores idênticos aos de células respiratórias, no caso de TiO2-
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NP de maior dimensão, e para níveis inferiores com TiO2-NP <25. No que diz respeito 
ao choque térmico observou-se em qualquer das culturas um decréscimo da viabilidade 
celular para níveis estatisticamente inferiores (p < 0,01) a qualquer dos controlos sendo 
o valor menor detetado em S. cerevisiae cultivadas na presença de TiO2-NP <100 e 
choque térmico. Estes resultados parecem confirmar o que vem descrito na literatura 
(315) (316), bem como alguns aspetos especulativos que discutimos na Figura anterior, 
nomeadamente a perda de viabilidade quando as células são cultivadas na presença de 
TiO2-NP e/ou choque térmico, resposta que parece estar de cordo com uma modulação 












Figura 4.2 Viabilidade celular de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG    , YPGD   , YPGD  na ausência 
de TiO2-NP      e na presença de TiO2-NP <25 nm       e TiO2-NP  <100 nm    , em condições 
de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados 
representam a média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras 
assinaladas com letras diferentes são significativamente diferentes (p <0,01).  
A fosfatase alcalina é um enzima que participa na rutura de ligações fosfato com 
potencial químico elevado e consequente libertação de fosfato inorgânico. O potencial 
químico disponibilizado poderá então ser utilizado pela célula para assistir ao 
crescimento, ou nos organismos multicelulares, à diferenciação celular. Neste contexto 
a Figura 4.3 revela que a transição do meio respirável para o meio respirável-
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fermentativo induziu um aumento significativo da atividade enzimática ALP. A referida 
Figura mostra ainda que células crescidas nos últimos 100 min da cultura na presença 
de TiO2-NP (ensaio A) de qualquer dimensão molecular, na ausência de choque 
térmico, não exerceram efeito com significado estatístico quando comparadas com 
células crescidas em meio YPGD. Células cultivadas em meio YPGD e expostas nos 
últimos 100 min a choque térmico na ausência e na presença de TiO2-NP de qualquer 
das dimensões moleculares (Figura 4.3) exibiram níveis de atividade ALP 
significativamente inferiores aos determinados em células respiratório-fermentativas, 
mas estatisticamente idênticos aos detetados em células respiratórias (p <0,01). 
O mesmo perfil de resposta pode ser observado em células do ensaio B, em 
choque térmico e sem choque térmico quando expostas a TiO2-NP < 100nm. 
Esta alteração na disponibilização do potencial químico, conservado nas ligações 











Figura 4.3 Atividade enzimática ALP de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG     ,YPGD    , YPGD  na 
ausência de TiO2-NP    e na presença de TiO2-NP<25 nm    e TiO2-NP <100 nm   , em 
condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os 
resultados representam a média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As 
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4.2. Influência das condições de cultura no metabolismo energético de 
Saccharomyces cerevisiae  
A produção de glicose-6-fosfato, mediada pela hexocinase, faz parte de uma 
encruzilhada metabólica que envolve duas vias de degra ação oxidativa da glicose, a 
glicólise e a via das pentoses fosfato (PP) (Figura 1.1). A Figura 4.4A mostra que as 
células crescidas em meio YPGD apresentavam níveis de hexocinase superiores às 
crescidas em meio YPG (p <0,05). Esta alteração sugere que a adição de glicose 
provocou um aumento da atividade hexocinase, muito provavelmente para facilitar a 
produção de ATP pela fermentação aeróbia, bem como pela via PP, através da qual se 
puderam gerar equivalentes redutores necessários à b síntese de novo de lípidos e para 
assegurar respostas antioxidantes que garantissem o aumento da viabilidade celular 
comentado anteriormente (317) (318). 
No que diz respeito ao ensaio A, a adição de nanopartícul s de qualquer dos 
tamanhos analisados reforçou o aumento desta atividade catalítica para níveis 
significativamente superiores aos detetados em células respiratórias. A adição destes 
agentes de stress parece assim ter potenciado a produção de ATP e de quivalentes 
redutores. No entanto o choque térmico e a exposição a TiO2-NP com diâmetro 
molecular <25 ou <100 nm em culturas sujeitas a choque térmico, reverteu os níveis de 
atividade hexocinase para valores significativamente inferiores aos detetados em células 
respiratórias e respiratório-fermentativas (p <0,01). Neste caso, o efeito do choque 
térmico parece ter-se sobreposto ao efeito das nanopartículas, minimizando o fluxo de 
carbono pelas vias glicolítica e PP.  
No ensaio B a exposição a nanopartículas com dimensão <25 nm mantém os 
níveis de hexocinase estatisticamente idênticos aos das leveduras respiratório-
fermentativas. Contudo, células crescidas em meio YPGD e TiO2-NP <100 nm, 
apresentam níveis de hexocinase idênticos aos de células respiratórias (p <0,01). Um 
decréscimo ainda mais acentuado desta atividade podser observado para células 
expostas a  HS na ausência ou presença de TiO2-NP das duas dimensões moleculares 
estudadas. Neste caso, parece ter ocorrido um efeito sinergístico entre a presença de 
nanopartículas e o choque térmico, que contribuiu para reverter a atividade hexocinase 
para níveis inferiores aos determinados em células respiratórias.  
O piruvato faz parte de outra encruzilhada metabólica que corresponde à 
interceção de pelo menos duas vias essenciais à célula: a glicólise e o ciclo do citrato 
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(Figura 1.1). A sua libertação no citoplasma celular é catalisada por um dos enzimas 
reguladores da via glicolítica e transportado para  matriz mitocondrial onde após 
conversão em acetil-CoA é metabolizado pelo ciclo do citrato para gerar equivalentes 
redutores sob a forma de NADH utilizáveis pela cadeia r spiratória. Se o ciclo do citrato 
for interrompido e a célula permanecer em modo fermentativo, o piruvato permanecerá 
no citoplasma onde será consequentemente reduzido ten  em vista a reoxidação do 
NADH citoplasmático indispensável à glicólise (5). 
A Figura 4.4B mostra que ocorreu um aumento significat vo (p <0,01) da 
atividade piruvato cinase após a adição de glicose ao meio de cultura. Este 
comportamento poderá ter levado a um eventual aumento dos níveis de estado 
estacionário de piruvato citoplasmático que poderá ser responsável pela indução de 
enzimas fermentativos que participam na regulação desta encruzilhada metabólica 
(144). A referida Figura permite ainda observar quea adição de TiO2-NP no ensaio A 
provocou um decréscimo desta atividade catalítica para valores próximos dos 
encontrados em células respiratórias, com validade estatística para as leveduras expostas 
a TiO2-NP <25 (p < 0,05) e TiO2-NP <100 nm (p < 0,01). A sujeição das leveduras a 
choque térmico após crescimento durante 100 min em pr sença de glicose exerceu o 
mesmo efeito (p <0,01). Todavia, a exposição simultânea a TiO2-NP de qualquer das 
dimensões analisadas e HS provocou um decréscimo significativo desta atividade 
catalítica (p <0,01), acentuando a reversão do perfil típico de atividade respiratório-
fermentativo pela associação de HS e TiO2-NP. No que diz respeito ao ensaio B, a 
exposição de S. cerevisiae a TiO2-NP <25 sem choque térmico, manteve esta atividade 
catalítica em níveis próximos de S. cerevisiae respiratório-fermentativos, diminuindo a 
atividade piruvato cinase de células crescidas na presença de TiO2-NP <100 nm (p 
<0,01) para níveis próximos dos de células repiratórias. Uma resposta semelhante foi 
obtida com leveduras submetidas a choque térmico e expostas a TiO2-NP <25 nm. 
Curiosamente, o efeito das nanopartículas com dimensão <100 e choque térmico foi 
oposto ao observado com qualquer das nanopartículas an lisadas em condições de 
choque térmico, mantendo níveis próximos dos detetados com leveduras respiratório-
fermentativas. Face ao exposto, a adição de TiO2-NP em choque térmico parece ter 
revertido o metabolismo respiratório-fementativo de S. cerevisiae UE-ME3 ao nível dos 
referidos enzimas reguladores da glicólise. Para além disso a adição de TiO2-NP de 
maior dimensão em simultâneo com a adição de glicose, bem como a presença de TiO2-
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Figura 4.4 Atividades enzimáticas hexocinase (A) e piruvato cinase (B) de S. cerevisiae UE-ME3 em 
meio YPG     , YPGD    , YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na presença de TiO2-NP <25 
nm        e TiO2-NP <100 nm      , em condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 
(ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam a média de cinco experiências 
independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras diferentes são 
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A redução do piruvato citoplasmático em S. cerevisiae pode ser mediada pelo 
enzima piruvato descarboxilase ocorrendo a formação de acetaldeído que pode então ser 
reduzido a etanol pelo enzima álcool desidrogenase que em geral está acoplada à 
reoxidação do coenzima NADH que assiste à via glicolíti a (Figura 1.1). Um aumento 
desta atividade catalítica é considerado por diversos autores como um bom marcador do 
efeito de Crabtree (319) (293) (48). Pela Figura 4.5A pode observar-se que a atividade 
piruvato descarboxilase aumentou significativamente (p <0,01) após a adição de 
glicose. Como referido anteriormente este efeito poderá estar relacionado com o 
aumento da atividade piruvato cinase detetada em leveduras respiratório-fermentativas 
(Figura 4.4). No ensaio A, células crescidas na presença de TiO2-NP <100 exibiam 
níveis de atividade PDC da mesma ordem de grandeza as detetadas em células 
respiratório-fermentativas parecendo que nesta situção este tipo de nanopartículas não 
terá revertido a tendência para as S. cerevisiae se manterem fermentativas aeróbias, 
situação contrária à observada com TiO2-NP <25, cuja atividade PDC diminuiu para 
níveis idênticos aos de células respiratórias (p <0,01). O choque térmico e 
nanopartículas de qualquer das dimensões estudadas exerceram efeito estatisticamente 
idêntico ao das TiO2-NP <25 sem choque térmico, revertendo o metabolism 
respiratório-fermentativo para respiratório. 
Relativamente ao ensaio B, a presença de TiO2-NP de menor dimensão evitou a 
transição do metabolismo respiratório para respiratór o-fermentativo, no entanto as 
células expostas a TiO2-NP de maior dimensão apresentavam valores de PDC 
intermédios entre os obtidos com células respiratóras e respiratório-fermentativos, não 
diferindo estatisticamente de qualquer dos tratamentos. No que diz respeito ao estímulo 
pelo choque térmico apenas as TiO2-NP de menor dimensão exerceram um efeito 
estimulante sobre a atividade PDC com significado estatístico (p <0,01). Pode assim 
inferir-se que a presença de nanopartículas de dióxido de titânio <25 nm, per si, 
parecem ter a capacidade de evitar a transição do metabolismo respiratório para 
respiratório-fermentativo. 
No seguimento da via que pode conduzir à fermentação lcoólica (Figura 1.1), a 
Figura 4.5B revela que a adição de glicose ao meio de cultura induziu, tal como descrito 
na literatura, um acréscimo significativo (p <0,01) da atividade álcool desidrogenase 
(297) (293). Pela mesma Figura, pode observar-se que S. cerevisiae crescidas na 
presença de nanopartículas de qualquer das dimensões analisadas, não induziu 
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alterações com significado estatístico da atividade ADH comparativamente com 




























Figura 4.5 Atividades enzimáticas piruvato descarboxilase (A) e alcool desidrogenase (B) de S.
cerevisiae UE-ME3 em meio YPG      , YPGD     , YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na 
presença de TiO2-NP <25 nm        e TiO2-NP <100 nm     , em condições de choque térmico 
(HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam  
média de cinco experiências  independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras 
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No entanto observa-se uma linha de tendência de decréscimo uma vez que os 
valores obtidos na presença de nanopartículas também não diferem do determinado em 
leveduras em modo respiratório. O choque térmico afetou significativamente esta 
atividade catalítica, incluindo quando nanopartículas de qualquer das dimensões 
estudadas estavam presentes no meio de cultura. Neste s gundo caso, os valores da 
ADH obtidos ficaram estatisticamente idênticos (p <0,01) aos determinados em 
leveduras em modo respiratório, permitindo inferir que o efeito combinado de 
nanopartículas com choque térmico poderá ter causado uma reversão do metabolismo 
fermentativo aeróbio para respiratório. Os resultados obtidos no ensaio B exibem um 
perfil de resposta estatisticamente idêntico aos observados no ensaio A, pelo que se 
pode inferir um bloqueio da progressão do metabolism  energético de S. cerevisiae UE-
ME3, para o modo respiratório-fermentativo se a exposiçã  ao choque térmico e às 
TiO2-NP de qualquer dimensão ocorrer com a adição de glicose. 
Embora S. cerevisiae possua lactato desidrogenases endógenos, duas 
mitocondriais DLD1 e DLD2 que reconhecem exclusivamente o lactato como substrato, 
e uma citoplasmática DLD3 cujo papel biológico se desconhece, a literatura refere que a 
expressão da DLD3 (95) é reprimida pela presença de glicose no meio de cultura, e que 
a produção de lactato nessas condições experimentais é muito baixa. Por esse motivo a 
competição entre o metabolismo respiratório e fermentativo dá-se pelo aumento da 
expressão funcional dos enzimas reguladores envolvidos na fermentação alcoólica. 
Apesar disso, procurou-se avaliar de que forma esta atividade catalítica em S. cerevisiae 
expostas a glicose, responde às condições experimentais delineadas para este estudo 
(157) (5) (158). 
A representação gráfica da Figura 4.6 mostra-nos que a atividade citoplasmática 
DLD de células respiratórias é significativamente superior (p <0,01) à determinada em 
células fermentativo-respiratórias, ocorrendo uma quebra de aproximadamente 40 
pontos percentuais, efeito que confirma a repressão desta atividade catalítica pela 
glicose descrita na literatura (37).  
No ensaio A, a adição de nanopartículas de qualquer das dimensões estudadas 
não afetou significativamente esta atividade enzimática comparativamente com células 
respiratório-fermentativas. O choque térmico e a exposição a TiO2-NP <100 nm em 
choque térmico também manteve os níveis desta ativid de catalítica estatisticamente 
idênticos (p <0,01) aos detetados em S. cerevisiae respiratório-fermentativas. Porém, o 
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efeito combinado da exposição a TiO2-NP <25 nm em HS provocou um aumento da 
DLD para níveis estatisticamente semelhantes (p <0,01) aos de células respiratórias, 
parecendo neste caso particular ocorrer uma reversão do efeito inibitório induzido pela 
glicose em células respiratório-fermentativas. 
O perfil de resposta às nanopartículas, no ensaio B, foi estatisticamente 
semelhante (p <0,01) ao observado em células respiratório-fermentativas. Contudo a 
exposição a TiO2-NP <100 e choque térmico em simultâneo com a adição de glicose, 
parece potenciar o efeito inibitório pela glicose sobre este enzima, enquanto que a 
exposição a TiO2-NP <25 nm e HS anula o efeito inibitório da presença de glicose, 











Figura 4.6 Atividade enzimática lactato desidrogenase de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG     , 
YPGD     , YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na presença de TiO2-NP <25 nm        e TiO2-
NP <100 nm       , em condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 
200 min (ensaio B). Os resultados representam a édia de cinco experiências independentes 
± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras diferentes são significativamente diferentes 
(p <0,01).  
Paralelamente com o aumento da atividade glicolítica e fermentação alcoólica 
observada na glicólise em aerobiose, ocorre um bloquei  da atividade respiratória ao 
nível do ciclo do citrato na matriz mitocondrial e cadeia de transporte de eletrões da 
membrana interna mitocondrial (37) (38). 
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O enzima sucinato desidrogenase (SDH ou complexo II) é responsável pela 
transferência de eletrões desde o sucinato, gerado no ciclo do citrato, via FADH2 até à 
ubiquinona ou coenzima Q da cadeia respiratória (Figura 1.1) (322). 
Pela Figura 4.7 pode observar-se um decréscimo significativo (p <0,01) das 
atividades citrato sintase, um dos enzimas reguladores do ciclo do citrato que participa 
na condensação do oxaloacetato com o acetil-CoA proveniente da descarboxilação 
oxidativa do piruvato mediada pela piruvato desidrogenase e da succinato desidrogenase 
em leveduras crescidas após a adição de glicose (37) (320) (Figura 4.7A e B). Estes 
resultados permitem inferir o bloqueio do metabolismo respiratório induzido pela 
glicólise em condições aeróbias. Para além disso, a inibição da atividade sucinato 
desidrogenase indicia um bloqueio na transferência de equivalentes redutores sob a 
forma de FADH2 para a cadeia respiratória (38) (37) (321).  
Os resultados obtidos no ensaio A para ambos os enzimas revelam que a 
exposição de leveduras respiratório-fermentativas a TiO2-NP <25 nm reverteu 
parcialmente a inibição induzida pela presença de glicose em concentração elevada no 
meio de cultura. Contudo, para nanopartículas com maior dimensão molecular 
observou-se um efeito inverso, ocorrendo um decréscimo significativo (p <0,01) das 
atividades citrato sintase e sucinato desidrogenase, acentuando o bloqueio respiratório 
induzido pela glicose. 
O choque térmico diminuiu estas duas atividades catalíticas para níveis 
vestigiais (p <0,01). No entanto, a exposição a nanop rtículas em choque térmico parece 
ter evitado o efeito do choque térmico mantendo os níveis de citrato sintase e sucinato 
desidrogenase mais próximos dos determinados em células respiratório-fermentativas 
ainda que estatisticamente inferiores (p <0,01), no caso da exposição a TiO2-NP <25 
nm, e estatisticamente superiores (p <0.01) no caso de TiO2-NP <100 nm (Figura 4.7 A 
e B). 
Curiosamente, no ensaio B, a exposição a nanopartícul s de qualquer dimensão 
não alterou estatisticamente a atividade citrato sinta e (Figura 4.7A) que permaneceu 
idêntica à detetada em S. cerevisiae respiratório-fermentativa. Relativamente à atividade 
sucinato desidrogenase (Figura 4.7B), a exposição a TiO2-NP <100 nm induziu um 
decréscimo significativo (p <0,01) da atividade SDH comparativamente com células 
respiratório-fementativas, uma resposta semelhante à r gistada no ensaio A para as 
mesmas condições experimentais. 
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O choque térmico no ensaio B exerceu um efeito semelhant  ao determinado no 




















Figura 4.7 Atividades enzimáticas citrato sintase (A) e succinato desidrogenase (B) de S. cerevisiae UE-
ME3 em meio YPG     , YPGD      , YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na presença de TiO2-
NP<25 nm      e TiO2-NP <100 nm      , em condições de choque térmico (HS) ou não, durante 
100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam a média de cinco 
experiências independentes ± desvio-padrão. As barras ssinaladas com letras diferentes são 
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Todavia, no ensaio B a adição de TiO2-NP de qualquer dimensão estudada neste 
trabalho, não perturbou significativamente os níveis de atividade enzimática CS, 
mantendo-os idênticos aos determinados em S. cerevisiae respiratório-fermentativos. 
Surpreendentemente, em leveduras expostas a TiO2-NP <25 e <100 nm e choque 
térmico os níveis da atividade SDH são significativamente superiores (p <0,01) aos 
determinados em células respiratórias, impedindo a evolução desta actividade catalítica 
para níveis próximos dos determinados em células respiratório-fermentativas. 
Deste modo, pode inferir-se que a exposição a nanopartículas e choque térmico 
em simultâneo com a adição de glicose ao meio de cultura, contribuiu para evitar o 
bloqueio respiratório induzido pela glicólise ao nível da succinato desidrogenase, 
facilitando o fluxo de eletrões para a cadeia respiatória. 
A levedura S. cerevisiae ao contrário das células animais não apresenta o 
complexo I, mas dispõe de 3 NADH desidrogenases insensíveis à rotenona e localizadas 
na membrana interna mitocondrial. Os equivalentes redutores sob a forma de NADH 
gerados na matriz mitocondrial são oxidados pela NADH ubiquinona oxirredutase 
também denominada NADH desidrogenase interna (NDI1) (Figura 1.1).  
Alguns autores sugerem que este enzima desempenha um papel relevante na 
regulação do equilíbrio redox, ao nível do NADH mitocondrial produzido pelo ciclo do 
citrato, sendo também capaz de oxidar o NADH produzido pela oxidação do etanol via 
transportador acetaldeído/etanol. Tal como os mitocondrios das plantas, os mitocondrios 
da levedura são capazes de oxidar diretamente o NADH citosólico.  
Dois enzimas NADH desidrogenases externos (NDE1 e NDE2) estão 
localizados na membrana interna mitocondrial com os seus centros ativos expostos ao 
espaço intermembranar. Devido à membrana interna mitocondrial ser impermeável ao 
NADH, a literatura admite que estes enzimas são capazes de oxidar NADH produzido 
pela glicólise, embora apenas alguns autores sugiram que também estão primariamente 
envolvidos na respiração durante o crescimento em álcoois como o etanol ou o glicerol. 
O NDE1p e NDE2p assim como a NADH desidrogenase intrna são insensíveis à 
rotenona e não participam no bombeamento de protões (164) (165) (168).  
Alternativamente o NADH gerado no citosol durante a glicólise pode ser 
oxidado pela cadeia respiratória utilizando o transportador glicerol-3-fosfato 
desidrogenase, uma glicerol-3-fosfato desidrogenase ligada ao NADH citoplasmático e 
uma glicerol-3-fosfato: ubiquinona oxidoredutase ligada à membrana (164) (165). 
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Todas as vias de oxidação respiratória dos coenzimas NADH ou FADH2 de S. 
cerevisiae convergem para o pool de ubiquinona. A cadeia de transporte de eletrões 
prossegue, após tranferência dos eletrões da ubiquinona para o citocromo c, via 
complexo citocromo bc1 ou complexo III. A oxidação no citocromo c pelo dioxigénio é 
então catalisada pelo citocromo c oxidase (COX ou complexo IV) (167). 
Neste estudo, optou-se por avaliar como as diferents condições de ensaio 
influenciavam as NADH desidrogenases externas, a Figura 4.8 mostra-nos que a adição 
de glicose ao meio de cultura provocou um decréscimo significativo (p <0,01) da 
atividade NADH ubiquinona desidrogenase para valores d  aproximadamente 1/3 da 
que foi determinada em células crescendo apenas utilizando glicerol como fonte de 
carbono.  
Este resultado está de acordo com o que foi observado n  Figura 4.7 compatível 
com uma repressão do metabolismo respiratório-oxidativo pela glicose (320) (37) (293). 
A Figura 4.8 revela ainda que no ensaio A, o choque térmico e a exposição de S. 
cerevisiae a nanopartículas com diâmetro <25 nm e <100 nm com e sem HS 
mantiveram os níveis de atividade NADH desidrogenas idênticos aos determinados em 
S. cerevisiae respiratório-fermentativas.  
No ensaio B pode observar-se pela Figura 4.8 que a exposição a nanopartículas 
de qualquer das dimensões moleculares estudadas, sem choque térmico, manteve os 
níveis de atividade NADH desidrogenase estatisticamente próximos dos valores 
determinados em células respiratório-fermentativas.  
Embora o choque térmico tenha inibido acentuadamente esta atividade catalítica, 
quando aplicado no instante em que foi adicionada a glicose, o efeito conjunto da 
exposição a TiO2-NP <100 nm com HS manteve os níveis de atividade NADH 
desidrogenase idênticos (p <0,01) aos detetados em células respiratórias. A manutenção 
desta atividade enzimática parece estar ao serviço da oxidação do NADH citoplasmático 
formado pela via glicolítica. 
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Figura 4.8 Atividade enzimática NADH desidrogenase externa 1 de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG     
, YPGD     , YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na presença de TiO2-NP<25 nm      e TiO2-
NP <100 nm   , em condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 
min (ensaio B). Os resultados representam a édia de cinco experiências independentes ± 
desvio-padrão. As barras assinaladas com letras diferentes são significativamente diferentes 
(p <0,01).  
O enzima malato desidrogenase catalisa a descarboxilação oxidativa do L-
malato em piruvato e CO2, acoplada à redução dos nucleótidos piridínicos NAD+ ou 
NADP+. No metabolismo glucídico fermentativo de leveduras, o piruvato, um 
importante substrato que participa em encruzilhadas metabólicas que envolvem a 
metabolização de glúcidos é posteriormente descarboxilad  a acetaldeído pela PDC e 
subsequentemente reduzido pela ADH. Os enzimas malato desidrogenase (EC 
1.1.1.37/38) exibem em geral um elevado grau de homologia, mas a sua localização 
intracelular é diferente, podendo expressar-se ao nível do citoplasma e do mitocondrio. 
Diferem ainda no que diz respeito à afinidade e especificidade para o substrato (L-
malato e/ou oxaloacetato), na especificidade para o cofator e no grau de reversibilidade 
da reação de descarboxilação. Os produtos finais das re ções do enzima malato 
desidrogenase, isto é, o piruvato, CO2 e NAD(P)H, são utilizados por diversas vias 
metabólicas que podem ser grosseiramente agrupadas como: i) vias onde enzimas 
malato desidrogenase NAD+ dependentes estão envolvidos em processos metabólicos, 
ou ii) vias onde os enzimas NADP+ dependentes desempenham um papel nos processos 
biossintéticos redutores. De acordo com este ponto de vista, os isoenzimas malato 
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desidrogenase dependentes de NAD+ desempenham um papel importante na geração de 
ATP através da produção de NADH e piruvato. Contrastando com o que foi exposto, a 
reação reversa que envolve enzimas malato desidrogenase dependentes do NADP+ onde 
ocorre a carboxilação do piruvato em malato, desempenham um papel importante 
constitutivo nas reações anapleróticas no ciclo do citrato, em procariontes e eucariontes 
(171) (322) (174).  
As isoformas NADP+ dependentes do enzima malato desidrogenase de leveduras 
assistem maioritariamente a reações biossintéticas, em particular as que envolvem a 
biossíntese e insaturação de lípidos. Quando a disponibilidade de ATP é elevada, o 
acetil-CoA pode ser deslocado para a síntese de lípi os, contribuindo para aumentar as 
reservas energéticas. No entanto, o acetil-CoA mitocondrial, deve ser convertido em 
citrato atraves do sistema de transporte de tricarboxilatos para participar na síntese de 
resíduos acilo no citoplasma. O enzima citrato sinta e anteriormente descrito, condensa 
o acetil-CoA com o oxaloacetato para produzir citrato, sendo este transportado do 
mitocondrio para o citoplasma. No citoplasma, o citrato é reconvertido em oxaloacetato 
pelo enzima citrato liase e posteriormente reduzido a malato pela malato desidrogenase, 
sendo o malato oxidado a piruvato pelo enzima malato desidrogenase com geração 
acoplada de NADPH utilizável na biossíntese de lípidos (Figura 1.1). O piruvato pode 
também ser reimportado pelo mitocondrio, assim como  malato, se houver necessidade 
de gerar NADH, via malato desidrogenase mitocondrial (179) . 
A literatura descreve que a S. cerevisiae apenas utiliza o L-malato na presença 
de uma ou mais fontes de carbono fermentáveis. No entanto a utilização de L-malato 
por S. cerevisiae é mais fraca do que a manifestada por outras leveduras como a S. 
pombe que parece ter otimizado evolutivamente a degradação do L-malato (174). O 
enzima malato desidrogenase citoplasmático (MDH2) parece não ser essencial para 
sobrevivência de S. cerevisiae, uma vez que deleções no gene codificante não 
influenciam a sua viabilidade. Contudo alguns autores atribuem ao enzima malato 
desidrogenase mitocondrial (MAE1, MDH1, MDH3) um papel relevante no 
metabolismo de S. cerevisiae. A localização mitocondrial do enzima (MAE1, MDH1, 
MDH3) de S. cerevisiae pode determinar a fraca degradação do malato por estirpes de 
S. cerevisiae cultivadas em condições fermentativas. A expressão do gene mae1 é, em 
geral baixa, mas constitutiva em leveduras cultivadas com diferentes fontes de carbono, 
como por exemplo glicose, etanol e acetato.  Outros investigadores sugerem um papel 
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fisiológico complementar ao descrito aqui para o enzima malato desidrogenase 
mitocondrial (MAE1) de S. cerevisiae, admitindo a sua participação em vias 
metabólicas auxiliares que regenerem o principal cofator biossintético NADPH (322). 
Em condições respiratório-fermentativas, o fluxo de carbono de S. cerevisiae é 
deslocado da biossíntese para a produção de etanol quer em condições anaeróbias, quer 
aeróbias. Todavia, em condições fermentativas torna-se essencial alguma atividade 
biossintética que garanta a sobrevivência celular. Essa atividade leva ao consumo 
líquido de NADPH e à produção líquida de NADH (5). 
Como a fermentação alcoólica é um processo redox-neutro, a formação de etanol 
não contribui para a reoxidação do NADH assimilatório. A S. cerevisiae e outras 
leveduras resolveram este dilema redox, reduzindo a glicose a glicerol, acoplada a 
reoxidação de NADH. De acordo com este modelo, o enzima malato desidrogenase, o 
piruvato carboxilase, o enzima malato desidrogenase (MDH2 dependente de NADP+) 
atuam como transportadores transhidrogenase-cíclicos, que convertem o NADH gerado 
no metabolismo biossintético em NADPH e assim sustentam as necessidades 
biossintéticas das células de levedura. A localização mitocondrial do enzima malato 
desidrogenase de S. cerevisiae, sugere que este enzima se encontra submetido ao efeito 
regulador do metabolismo fermentativo da glicose, assim como à deterioração 
mitocondrial, um fenómeno bem documentado em leveduras Crabtree positivas, as 
quais acentuam a fraca metabolização do malato por S. cerevisiae.  
O enzima glicose-6-fosfato desidrogenase catalisa o primeiro passo da via das 
pentoses fosfato, um percurso metabólico para a degra ação da glicose que para além de 
gerar ATP tem como principal missão biológica produzir equivalentes redutores sob a 
forma de NADPH e precursores da biossíntese de nucleótidos sob a forma de ribose-5-
fosfato. Embora o balanço energético em termos de geração de ATP seja elevado, a 
célula só a utiliza com essa função desde que tenha necessidade de gerar NADPH e/ou 
ribose-5-fosfato que assistem atividades anabólicas como a biossíntese de novo de 
resíduos acilo e de DNA. Um papel complementar desta via é participar na capacidade 
de resposta antioxidativa da célula, uma vez que os equivalentes redutores sob a forma 
de NADPH podem ainda ser utilizados pelo ciclo de oxi-redução do glutationo 
envolvido na estabilização do saudável ambiente redutor a célula. Assim, à semelhança 
do enzima MDH2 esta via metabólica é particularmente importante na estabilização do 
ambiente redutor mediado pelos coenzimas flavínicos e pelo tripéptido glutationo (197) 
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(198). As Figuras 4.9 e 4.10 representam os valores da atividade do enzima malato 
desidrogenase mitocondrial (MAE1, MDH1, MDH3) e citoplasmático (MDH2) e 



















Figura 4.9 Actividade enzimática enzima malato desidrogenase mitocontrial (A) e enzima malato 
desidrogenase citoplasmático (B) de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG    , YPGD    , 
YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na presença de TiO2-NP <25 nm      e TiO2-NP <100 nm    
, em condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio 
B). Os resultados representam  média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. 
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A partir da Figura 4.9A pode observar-se que a adição de glicose ao meio de 
cultura provocou um decréscimo significativo (p <0,01) da atividade enzimática malato 
desidrogenase mitocondrial. Resposta compatível coma indução da fermentação 
aeróbia, cuja ocorrência é justificada na literatura pelo decréscimo da atividade 
respiratória mitocondrial na qual se inclui este enzima (5) (116). O papel do malato 
desidrogenase mitocondrial nestas condições mostra-se diminuído provavelmente 
porque as necessidades em coenzima NADH oxidáveis pela cadeia respiratória, para 
produção de ATP, encontram-se diminuídos, devido ao bloqueio do ciclo do citrato e da 
cadeia respirartória (Figura 1.1), como descrito na literatura (157) (5) (320). 
No que diz respeito ao ensaio A, a adição de TiO2-NP <25 nm sem choque 
térmico, não reverteu os níveis desta atividade para v lores próximos dos registados em 
células respiratórias, tendo-se observado semelhanças estatísticas (p <0,01) com os 
níveis de atividade de células respiratório-fermentativas (Figura 4.9A). Por outro lado a 
adição de TiO2-NP <100 sem HS e células expostas a choque térmico, na presença ou 
na ausência de TiO2-NP <25 ou <100 nm, exibiam um decréscimo significativo desta 
atividade catalítica mitocondrial para níveis inferiores aos detetados em células 
respiratório-fermentativas (Figura 4.9A).  
Relativamente ao ensaio B, apenas a adição de TiO2-NP <100 nm, sem choque 
térmico manteve a atividade malato desidrogenase mitocondrial em níveis semelhantes 
(p <0,01) aos de células respiratórias, enquanto que células expostas a TiO2-NP <25 nm 
permaneceram com níveis de atividade estatisticamente idênticos (p <0,01) aos de 
células respiratório-fermentativos (Figura 4.9A). Células expostas a choque térmico sem 
ou com exposição a TiO2-NP mantiveram os níveis desta atividade enzimática idênticos 
aos observados no ensaio A para as mesmas condições exp rimentais. Nos casos em 
que o decréscimo desta atividade catalítica foi acentuado pelos tratamentos, pode 
inferir-se que a disponibilidade de acetil-CoA citoplasmático, resultante da rutura do 
citrato, transferido do mitocondrio para o citoplasm  foi seriamente diminuída. 
No que diz respeito a atividade do enzima malato desidrogenase citoplasmático 
(MDH2) a Figura 4.9B mostra que não existiam diferenças significativas desta atividade 
entre células respiratórias e respiratório-fermentativas. Relativamente ao ensaio A a 
adição de nanopartículas sem choque térmico, não induziu alterações significativas. 
Contudo, a exposição ao HS induziu um decréscimo significativo (p <0,01) desta 
atividade catalítica para níveis vestigiais, apesar de surpreendentemente, o efeito 
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conjunto da adição de nanopartículas de qualquer das dimensões estudadas e choque 
térmico, ter induzido um aumento da atividade do enzima MDH2 para níveis superiores 
aos detetados em qualquer dos controlos, embora com significado estatístico apenas 
para TiO2-NP < 100 com HS (p <0,01).  
O ensaio B mostrou uma resposta ao contacto com TiO2-NP, sem choque 
térmico, idêntica à observada no ensaio A (Figura 4.9A). Neste ensaio o perfil de 
resposta ao choque térmico na ausência e na presença d  nanopartículas, foi também 
idêntico ao detetado no ensaio A.  
De acordo com os comentários descritos anteriormente, a exposição de S. 
cerevisiae UE-ME3 a TiO2-NP e choque térmico, especialmente no ensaio B, contribuiu 
para aumentar a disponibilidade de nucleótidos flavínicos fosforilados no citoplasma, 
provavelmente para suportar a resposta antioxidante mediada pelo enzima glutationo 
redutase do ciclo de oxi-redução do glutationo comentado na Figura 4.11A (ponto 4.3). 
A Figura 4.10 representa os níveis de atividade G6PD para cada situação 
experimental abordada neste estudo. A referida Figura permite observar que as células 
respiratório-fermentativas exibiam valores desta atividade catalítica superiores aos 
determinados em células respiratórias, com significado estatístico para 95%. Células do 
ensaio A, expostas a TiO2-NP <100 nm, sem choque térmico, mostram um decréscimo 
desta atividade catalítica para níveis semelhantes (p <0,01) aos observados em células 
respiratórias e diferenciados dos observados nas respiratório-fermentativas. Por outro 
lado, leveduras expostas a choque térmico na ausência e na presença de TiO2-NP com 
dimensão <25 ou <100 nm apresentavam níveis de atividade G6PD significativamente 
inferiores (p <0,01) aos detetados quer em células respiratórias, quer em células 
respiratório-fermentativas (Figura 4.10). Esta diminuição da atividade catalítica poderá 
ter fragilizado as defesas antioxidantes da célula, em particular a capacidade de 
regenerar glutationo via glutationo redutase (323) (Figura 4.11A), bem como fragilizado 
a capacidade anabólica de biossíntese de novo de resíduos acilo necessários à 
construção de membranas que assiste à proliferação celular e justificar parcialmente a 
perda de viabilidade celular descrita para leveduras expostas TiO2-NP <100 e choque 
térmico (Figura 4.2A).  
No que diz respeito ao ensaio B observa-se que a exposição a nanopartículas de 
qualquer das dimensões estudadas neste trabalho mantiver m os níveis de atividade 
G6PD idênticos aos de células respiratórias e respiratório-fermentativas (Figura 4.10). 
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Neste ensaio, leveduras submetidas a choque térmico e ch que térmico e TiO2-NP <25 
nm apresentavam níveis de atividade G6PD idênticos (p <0,01) aos apresentados para 
os mesmos tratamentos no ensaio A. Todavia, a exposição de células respiratório-
fermentativas a TiO2-NP <100 nm e HS estabilizou a atividade G6PD em níveis 
semelhantes (p <0,01) ao de células respiratórias, impedindo a evolução do 















Figura 4.10 Actividade enzimática glicose-6-fosfato desidrogenas  de S. cerevisiae UE-ME3 em meio 
YPG     , YPGD      , YPGD  na ausência de TiO2-NP      e na presença de TiO2-NP <25 nm            
e TiO2-NP <100 nm      , em condições de choque térmico (HS) ou não, durante 100 (ensaio 
A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam a édia de cinco experiências 
independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras diferentes são 
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4.3. Influência das condições de cultura na capacida e antioxidante de 
Saccharomyces cerevisiae  
A S. cerevisiae responde ao stress oxidativo utilizando diversos mecanismos que 
asseguram a sua sobrevivência após exposição a agentes oxidantes. Estas respostas 
incluem sistemas que capturam espécies reativas de oxigénio, reduzem a sua taxa de 
produção e reparação de danos por elas infligidos. A maior parte dessas respostas são 
específicas para espécies reativas de oxigénio, mas constituem respostas genéricas ao 
stress que são despoletadas em diversas condições. As defe as antioxidantes incluem 
enzimas protetores localizados em diferentes compartimentos celulares e que podem ver 
alterada a sua expressão como resposta às ROS (324) (211).  
Os mecanismos de defesa não enzimáticos consistem em oléculas de pequena 
dimensão com capacidade para capturar espécies reativas como o tripéptido γ- glutamil-
citeinil-glicina, vulgarmente designado por glutationo. Assim, a oxidação de grupos 
sulfidrilo é um dos primeiros eventos observáveis em processos mediados por ROS que 
causam danos celulares. Este facto realça a importância do glutationo, a mais abundante 
fonte de tióis não proteicos na maior parte dos organismos. A literatura propõe para o 
GSH uma enorme variedade de processos celulares que inclui transporte de 
aminoácidos, síntese de ácidos nucleicos e proteínas, modulação de atividades 
enzimáticas e metabolização de xenobióticos e ROS (217) (218). 
O glutationo é um metabolito essencial em leveduras, sendo utilizado como 
agente redutor nas condições de crescimento normais. Os agentes indutores de stress 
oxidativo convertem o glutationo em dissulfureto de glutationo. Todavia, o glutationo 
encontra-se maioritariamente na forma de GSH em leveduras e outros eucariontes 
devido ao papel do enzima de expressão constitutiva glutationo redutase, uma 
oxidoredutase dependente de NADPH que converte o GSSG em GSH utilizando os 
equivalentes redutores gerados pela via das pentoses f fato, cujo enzima regulador é o 
G6PD (Figura 1.1) como foi discutido no ponto 4.2 (218) (219). 
A relevância do GSH vem do seu papel como cofator de enzimas antioxidantes 
como os glutationo peroxidases. A depleção do GSH em leveduras tem sido também 
associada ao bloqueio da fase G1 do ciclo celular e à p rda de atividade nucleótido 
redutase, que pode perturbar a fase S do ciclo celular. Para além disso, as necessidades 
das células eucariontes em GSH podem também estar rel cionadas com a sua 
participação na biossíntese dos centros de 4Fe-4S essenciais para assegurar a 
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viabilidade celular. Os enzimas glutationo peroxidase de eucariontes, providenciam a 
principal resposta enzimática contra o stress oxidativo despoletado por lipoperóxidos e 
pelo peróxido de hidrogénio. As leveduras não contêm GPx clássicas, mas expressam 
três formas isomórficas de fosfo-glutationo-peroxidases (PhGPx), que reconhecem 
como substratos lipoperóxidos, derivados ou não, de fosfolípidos e que exercem um 
efeito protetor sobre os lípidos de membrana contra processos peroxidativos (218) 
(220). 
A Figura 4.11 representa as atividades enzimáticas envolvidas no cliclo do 
glutationo, GR e GPx. Na Figura 4.11A pode observar-se um nível mais elevado da 
atividade GR em células respiratório-fermentativas comparativamente ao detetado em 
células respiratórias, um resultado pouco espectável uma vez que células que perderam 
funções mitocondriais específicas como o bloqueio do ciclo do citrato e a cadeia 
respiratória, deveriam exibir deficiência nas respostas antioxidantes enzimáticas, à 
semelhança do que foi descrito por Jamieson, 1998 (62), mas para S.cerevisiae em 
estado estacionário. O aumento da atividade GR em células respiratório-fermentativas 
sugere que para além do papel antioxidante, a regeneração do GSH poderá estar 
associada a outras funções biológicas, nomeadamente assistindo à proliferação celular, 
tal como indiciado pelo aumento da atividade G6PD discutido na Figura 4.10. 
Na Figura 4.11A pode ainda observar-se que no ensaio A leveduras crescidas na 
presença de TiO2-NP <25 sem choque térmico não apresentavam diferenças 
significativas na atividade GR detetada em células respiratório-fermentativas. Contudo, 
células expostas a TiO2-NP <100 sem HS, apresentavam níveis de atividade GR 
estatisticamente idênticos (p <0,01) aos determinados para células crescidas em glicerol. 
Um resultado semelhante foi obtido para leveduras submetidas ao choque térmico, na 
presença ou na ausência de TiO2-NP de qualquer das dimensões analisadas neste estudo, 
nos últimos 100 min da cultura. A presença de TiO2-NP <100 sem choque térmico ou 
de TiO2-NP <100 e <25 nm com HS (ensaio A) parece ser capaz de reverter os valores 
de atividade GR para níveis idênticos aos observados em células respiratórias. 
Quando a exposição às nanopartículas de qualquer dimensão estudada sem 
choque térmico, choque térmico e TiO2-NP <25 em HS aconteceu em simultâneo com a 
adição de glicose (ensaio B), a atividade GR permaneceu em níveis estatisticamente 
idênticos (p <0,01) aos determinados em células respiratórias. Surpreendentemente, 
observou-se um aumento desta atividade catalítica em S. cerevisiae crescidas na 
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presença de TiO2-NP <100 nm e choque térmico para valores superiores aos registados 




















Figura 4.11 Atividade enzimática glutationo redutase (A), e glutationo peroxidase (B) de S. cerevisiae 
UE-ME3 em meio YPG     , YPGD   , YPGD  na ausência de TiO2-NP     e na presença de 
TiO2-NP <25 nm       e TiO2-NP <100 nm    , em condições de choque térmico (HS)ou não, 
durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam a média de cinco 
experiências independentes ± desvio-padrão. As barras ssinaladas com letras diferentes são 
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A Figura 4.11B, revela que a atividade GPx de células respiratório-fermentativas 
era estatisticamente inferior (p <0,01) à atividade GPx de células respiratórias, resposta 
compatível com a repressão catabólica do ciclo do citrato e da cadeia respiratória 
descrita no ponto 4.2. A exposição a nanopartículas, ao choque térmico ou a  
nanopartículas e choque térmico, nos últimos 100 min da cultura (ensaio A), ou quando 
foi adicionada a glicose (ensaio B), provocou em qualquer dos casos um decréscimo 
significativo (p <0,01) da atividade GPx. O decréscimo desta atividade antioxidante 
mediada pelo ciclo do glutationo e em particular pelo nzima GPx poderá ter 
contribuido para perda da viabilidade celular, discutido anteriormente na Figura 4.2.  
A dismutação do radical anião superóxido que se forma maioritariamente no 
mitocondrio ao nível da cadeia respiratória (NADH desi rogenases e complexo III), 
ciclo do citrato (α-cetoglutarato desidrogenase) e do citoplasma (NADH oxidases) é 
assegurada pelos enzimas superóxido dismutase (325). Leveduras respiratórias e 
respiratório-fermentativas exibem valores estatisticamente semelhantes (p <0,01) da 
atividade SOD1 (Figura 4.12A). A exposição a TiO2-NP <25 nm na ausência de choque 
térmico, nos últimos 100 min do ensaio (ensaio A), provocou um decréscimo com 
significado estatístico (p <0,01) desta atividade catalítica, efeito que não foi observado 
para as mesmas condições experimentais em culturas expostas a TiO2-NP <100. O 
choque térmico induziu um aumento significativo da atividade SOD1 para níveis 
superiores aos de células respiratórias e respiratório-fermentativas. Todavia a exposição 
simultânea ao choque térmico e TiO2-NP <25 ou <100 nm reverteram esse efeito para 
valores de atividade SOD1 idênticos aos detetados em S. cerevisiae xpostas a TiO2-NP 
<25 (Figura 4.12A).  
Um perfil de resposta idêntico foi observado em leveduras sujeitas aos 
tratamentos do ensaio B, apesar de S. cerevisiae sujeitas apenas ao choque térmico, 
durante 200 min, ainda não apresentarem diferenças significativas (p <0.01) de células 
respiratórias ou respiratório-fermentativas (Figura 4.12A). Os resultados permitem 
inferir um forte efeito modulador das nanopartículas de dióxido de titânio de qualquer 
dimensão e para qualquer tempo de exposição selecionado neste estudo, destaca-se 
ainda a forte capacidade destes materiais para contrariar o efeito do choque térmico em 
SOD1 de S. cerevisiae. 
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Figura 4.12 Atividade enzimática superoxido dismutase 1 (A), e superoxido dismutase  2 (B) de S.
cerevisiae UE-ME3 em meio YPG    , YPGD      , YPGD  na ausência de TiO2-NP     e na 
presença de TiO2-NP <25 nm        e TiO2-NP <100 nm   , em condições de choque térmico 
(HS) ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam  
média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com 
letras diferentes são significativamente diferentes (p <0,01- linha superior; p <0,05- linha 
inferior).  
S. cerevisiae UE-ME3 respiratórias e respiratório-fermentativas também 
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<25 e <100 nm nos últimos 100 min de cultura (ensaio A) não perturbou esta atividade 
catalítica (Figura 4.12B). A referida Figura revela ainda que o choque térmico provocou 
um aumento altamente significativo da atividade SOD2. A exposição a TiO2-NP em 
choque térmico reverteu esta resposta para níveis próximos dos controlos (TiO2-NP 
<25) ou inferior em células respiratório-fermentativ s (TiO2-NP <100) (p <0,01). A 
atividade SOD2 de células sujeitas ao ensaio B, expostas a TiO2-NP <25 apresentavam 
níveis de atividade significativamente superiores aos de células respiratórias e 
respiratório-fermentativas (p <0,05). O choque térmico e a exposição conjugada choque 
térmico/TiO2-NP durante 200 min provocou um aumento significativo da atividade 
SOD2 para valores muito superiores aos detetados quer em células respiratórias quer em 
células respiratório-fermentativas. 
A presença de TiO2-NP no meio de cultura parece modular a resposta 
antioxidante das atividades catalíticas SOD 1 e SOD 2 (Figura 4.12) em choque 
térmico, mais evidente quando o tempo de exposição rep rta aos últimos 100 min de 
cultura. Esta resposta dever-se-á eventualmente a perturbação na expressão de proteínas 
de resposta ao stress que interfiram na transcrição/tradução de superóxido d smutases. 
A redução do peróxido de hidrogénio gerado pelos enzimas superóxido 
dismutase e outros processos celulares pode ser também ediada pelos hemoenzimas 
catalases. S. cerevisiae UE-ME3 respiratórias exibiam níveis de atividade CTT1 (Figura 
4.13A) significativamente superiores (p <0,01) aos de leveduras respiratório-
fermentativas. Leveduras sem choque térmico, na presença de nanopartículas de 
qualquer dimensão ou expostas a choque térmico e nanopartículas, nos últimos 100 min 
de cultura (ensaio A), não apresentavam atividade CTT1 com diferenças estatísticas da 
determinada em células respiratório-fermentativas, inda que significativamente 
inferiores (p <0,01) à atividade de células respiratóri s. No ensaio B, apenas as células 
expostas ao choque térmico exibiam valores de ativid de CTT1 significativamente 
diferentes dos registados em células respiratório-fe mentativas sem diferença estatística 
(p <0,01) de células respiratórias. A presença de TiO2-NP no meio de cultura parece 
deste modo não perturbar a atividade catalase no citoplasma que apenas aumentou em 
resposta ao maior tempo de exposição em choque térmico. 
Na Figura 4.13B não se observam diferenças com significado estatístico (p 
<0,01) entre S. cerevisiae respiratórias e respiratório-fermentativas. A presença de TiO2-
NP no meio sem HS, nos últimos 100 min de cultura (ensaio A), não provocou 
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alterações significativas (p <0,01) desta atividade enzimática. Todavia, o choque térmico 
na ausência e na presença de TiO2-NP <25 e <100 nm provocou um aumento altamente 




























Figura 4.13 Atividade enzimática catalase citoplasmática (A), e catalase peroxissomal (B) de S. 
cerevisiae UE-ME3 em meio YPG      , YPGD      , YPGD  na ausência de TiO2-NP     e na 
presença de TiO2-NP <25 nm        e TiO2-NP <100 nm      , em condições de choque térmico 
ou não, durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B).Os resultados representam  média de 
cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras 
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O ensaio B revelou que a presença de nanopartículas no meio de cultura na 
ausência ou na presença de choque térmico não produziu iferenças com significado 
estatístico (p <0,01) dos valores detetados em S. cerevisiae respiratórias e respiratório-
fermentativas. Apenas células sujeitas a choque térmico durante 200 min apresentavam 
valores próximos dos registados no ensaio A em choque térmico na presença e na 
ausência de TiO2-NP <25 nm. Apesar da expressão funcional da atividde catalase 
peroxissomal ser perturbada pelo choque térmico, apenas as TiO2-NP <25 nm 
corroboram o efeito do choque térmico para o menor tempo de exposição (100 min) 
(Figura 4.13B). 
O conteúdo em glutationo (Figura 4.14A) de células respiratório-fermentativas é 
significativamente inferior (p <0,01) ao detetado em células respiratórias como esperado 
de acordo com a literatura (326). O contacto com TiO2-NP <25 nm nos últimos 100 min 
de crescimento (ensaio A) repõe os níveis do tripéptido para valores estatisticamente 
semelhantes (p <0,01) ao de células respiratórias, resposta que não foi observada em 
células crescidas na presença de TiO2-NP <100 nm. O choque térmico provocou um 
forte decréscimo do conteúdo intra-celular deste antioxidante, no ensaio A e B. A 
exposição simultânea ao choque térmico e nanopartícul s não reverteu estatisticamente 
a queda abrupta de glutationo apesar de se observar essa tendência em células cultivadas 
na presença de TiO2-NP <25 e <100 nm em qualquer dos ensaios. Pode-se acrescentar 
ainda que no ensaio B, a exposição a TiO2-NP de qualquer das dimensões estudadas, 
não altera o perfil do conteúdo em glutationo para níveis diferentes dos detetados em 
células respiratório-fermentativas. A resposta provocada por TiO2-NP <25 em 100 min 
de exposição permite inferir uma reversão de metabolism  respiratório-fermentativo 
para respiratório, em termos do nível absoluto de GSH.  
De acordo com o que foi referido anteriormente, o efeito antioxidante mediado 
pelo tripéptido γ-glutamil-cisteinil-glicina passa pela formação de isulfureto de 
glutationo. A Figura 4.14B exibe um perfil de conteúdo em GSSG de células 
respiratórias e respiratório-fermentativas idêntico ao do glutationo descrito na Figura 
4.14A. O perfil de resposta observado nos grupos de S. c revisiae do ensaio A, expostas 
a TiO2-NP nas dimensões escolhidas para este estudo, sujeita  ou não a choque térmico 
também se mostra idêntica ao descrito na Figura anterior. O contacto com TiO2-NP <25 
nm nos últimos 100 min de crescimento (ensaio A) repõe os níveis do GSSG para 
valores estatisticamente semelhantes (p <0,01) ao de células respiratórias e apenas 
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nestas condições, tal como observado para o GSH (Figura 4.14A). Apesar do perfil de 
resposta a TiO2-NP sujeitas ou não a HS do ensaio B também ser idêntico ao descrito 
para o glutationo (Figura 4.14A), a presença de TiO2-NP aumenta o nível de GSSG para 



























Figura 4.14 Conteúdo em  glutationo (A), e dissulfureto de glutationo (B) de S. cerevisiae UE-ME3 em 
meio YPG     , YPGD    , YPGD  na ausência de TiO2-NP     e na presença de TiO2-NP <25 
nm      e TiO2-NP <100 nm     , em condições de choque térmico (HS) ou não, com exposição 
a estas variáveis durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam a 
média de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com 
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O conteúdo em tióis totais não proteicos (GSH+GSSG) (Figura 4.15A) segue um 
perfil de resposta sobreponível ao discutido previamente para o conteúdo em glutationo 
(Figura 4.14A). Assim, pode observar-se um aumento da disponibilidade em tióis totais 
não protéicos em S. cerevisiae expostas a TiO2-NP <25 nm nos últimos 100 min de 
ensaio (ensaio A), valor idêntico (p <0,01) ao quantificado em células exclusivamente 
respiratórias. Este efeito pode ser devido, em parte, o aumento da capacidade da célula 
para regenerar GSH a partir do GSSG via GR e ao aumento do conteúdo em GSSG nas 
mesmas condições experimentais. No entanto a forte inibição da atividade catalitica 
GPx, eventualmente devido à interação entre as nanopartículas de menor dimensão e o 
centro ativo do metalo-enzima não explicam o aumento deste conteúdo. Condições 
favoráveis à conversão de GSH em GSSG por equilíbrio químico, poderão constituir 
uma justificação alternativa para o caso.  
A capacidade antioxidante mediada pelo glutationo pode ser estimada pela razão 
GSH/GSSG. A Figura 4.15B revela que este parâmetro determinado em leveduras 
respiratórias e respiratório-fermentativas não apresenta diferenças com significado 
estatístico (p <0,01). Células expostas a TiO2-NP de qualquer das dimensões estudadas 
no ensaio A, apresentavam valores de razão GSH/GSSG idênticos aos descritos para 
células respiratório-fermentativas. Contudo, esse parâmetro diminuíu significativamente 
em células crescidas em condições de choque térmico na ausência ou na presença de 
TiO2-NP de qualquer das dimensões estudadas. A razão GSH/GS G observada em S. 
cerevisiae de qualquer dos tratamentos realizados no ensaio B, não apresenta diferenças 
entre si, embora sejam inferiores aos de células respiratórias e respiratório-fermentativas 
(Figura 4.15B). 
A maior parte dos grupos de células respiratório-fermentativas sujeitas aos 
tratamentos dos ensaios A e B não exibem diferenças significativas em termos de 
conteúdo em espécies reativas de oxigénio. Contudo, em S. cerevisiae cultivadas em 
choque térmico na ausência de TiO2-NP ou na presença de TiO2-NP <100 durante 200 
min (ensaio B), detetou-se o valor mais baixo e o valor mais elevado para este 
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Figura 4.15 Conteúdo em GSH + 2GSSG (A), e GSH/GSSG (B) de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG 
0  , YPGD    , YPGD  na ausência de TiO2-NP     e na presença de TiO2-NP <25 nm      e 
TiO2-NP <100 nm   , em condições de choque térmico (HS) ou não, com exposição a estas 
variáveis durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam  média 
de cinco experiências independentes ± desvio-padrão. As barras assinaladas com letras 
diferentes são significativamente diferentes (p <0,01).  
Os níveis de ROS elevados que foram detetados em S. cerevisiae expostas 
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poderão estar associados aos valores de razão GSH/GS G baixos que foram 
comentados na Figura 4.15B, bem como com a perda de viabilidade celular comentada 























Figura 4.16- Conteúdo em  espécies reativas de oxigénio (A), e malonaldeído (B) de S. cerevisiae UE-
ME3 em meio YPG     , YPGD      , YPGD  na ausência de TiO2-NP     e na presença de TiO2-
NP <25 nm      e TiO2-NP <100 nm      , em condições de choque térmico (HS) ou não, 
durante 100 (ensaio A) ou 200 min (ensaio B). Os resultados representam a média de cinco 
experiências independentes ± desvio-padrão. As barras ssinaladas com letras diferentes são 
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O conteúdo em malonaldeído intracelular é frequentemente descrito na literatura 
como um marcador de peroxidação lipídica e consequentemente de danos celulares 
(327). A partir da Figura 4.16B conseguimos observar que o nível de MDA presente em 
células respiratórias é significativamente superior (p <0,01) ao detetado em células 
respiratório-fermentativas como seria espectável devido à repressão catabólica do 
metabolismo respiratório (37) (157). S cerevisiae crescidas na presença de TiO2-NP de 
qualquer das dimensões estudadas exibiam níveis de MDA estatisticamente idênticos (p 
<0,01) aos de células respiratórias. O choque térmico quer no ensaio A quer no ensaio B 
induziu uma queda com significado estatístico (p <0,01) deste conteúdo intracelular. No 
entanto, células crescidas em choque térmico na presença de TiO2-NP manifestaram 
uma tendência contrária que assumiu significado estatístico nas leveduras do ensaio B, 
ou seja, aquelas que estiveram mais tempo em choque térmico e em contacto com as 
NPs metálicas. Estes resultados sugerem que os níveis de MDA assumem valores 
próximos dos detetados no metabolismo respiratório quando as células são sujeitas a 
choque térmico e presença de TiO2-NP de qualquer das dimensões, efeito que é 
potenciado se os fatores de stress estiverem presentes no meio de cultura desde o iníci  
do ensaio ao longo de 200 min, fator que constitui uma prova complementar da 
reversão/prevenção do metabolismo respiratório-fermentativo para respiratório induzido 
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A exposição a TiO2-NP <25 nm e <100 nm (5 µg/mL), acoplada ao choque 
térmico 28/40 bem como à presença de TiO2-NP  de menor dimensão  sem  choque 
térmico, permite a manutenção da taxa específica de crescimento 0,25 h-1, caraterística 
de S. cerevisiae respiratórias contrária ao valor de 0,40 h-1, comum a leveduras 
respiratório-fermentativas. Assim, a exposição inicial (200 min) de S. cerevisiae UE-
ME3 a TiO2-NP (5 µg/mL) de menor dimensão sem e com HS e de maior dimensão com 
HS  previne a manifestação do efeito Crabtree. 
A presença de glicose no meio de cultura induziu um a ento significativo da 
viabilidade celular, compatível com o descrito na literatura para células respiratório-
fermentativas. 
S. cerevisiae UE-ME3 que contactaram nos últimos 100 min do ensaio com 
TiO2-NP <25 nm e <100 nm (5 µg/mL) em choque térmico, manifestaram um 
decréscimo significativo da viabilidade celular para valores idênticos ou inferiores aos 
determinados em S. cerevisiae respiratórias. S. cerevisiae com exposição inicial a TiO2-
NP <25 e <100 nm (5 µg/mL), na ausência ou na presença de HS (ensaio B) 
apresentaram níveis de viabilidade celular inferiors ou idênticos aos registados em 
células respiratórias. As leveduras crescidas na presença de NP <100 com choque 
térmico, exibiam o menor valor de viabilidade celular. A perda de viabilidade celular 
aqui descrita sugere que as TiO2-NP poderão reverter e /ou prevenir o efeito Crabtree. 
Os níveis de atividade ALP de S. cerevisiae cultivadas em meio YPGD e 
expostas inicialmente ou nos últimos 100 min a choque térmico, na ausência e na 
presença de TiO2-NP (<25 nm, <100 nm) foram idênticos aos detetados em células 
respiratórias (p <0,01). A presença de TiO2-NP (5 µg/mL) e choque térmico no meio de 
cultura reverteram ou preveniram o perfil de disponibilização do potencial químico, via 
ALP das ligações fosfato, caraterístico de células respiratório-fermentativas, facto que 
justifica em parte a perda de viabilidade celular previamente descrita. 
A presença de glicose no meio de cultura induziu um au ento da atividade 
hexocinase (p <0,05), contribuindo para um aumento da taxa de fermentação aeróbia, 
bem como da produção de equivalentes redutores pela via das pentoses fosfato, úteis à 
biossíntese de novo de lípidos e à resposta antioxidante que suporta o aumento da 
viabilidade celular comentado anteriormente. 
A adição de TiO2-NP (5 µg/ mL; <25 nm, <100 nm) induziu aumento da 
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respiratório-fermentativas. O choque térmico e/ou a exposição inicial e nos últimos 100 
min do ensaio a TiO2-NP (<25 nm, <100 nm), diminuiram os níveis desta atividade 
catalítica para valores inferiores aos determinados em células respiratórias, observando-
se um efeito conjugado que minimiza o fluxo de carbono e de equivalentes redutores 
pelas vias glicolítica e PP.  
A presença de glicose no meio de cultura levou a um a ento da atividade 
piruvato cinase resposta expectável em leveduras Crbtree positivas.   
O choque térmico e a adição de TiO2-NP (<25 ou <100 nm) com ou sem choque 
térmico, nos últimos 100 min do ensaio, reverteram o perfil de resposta da atividade 
PYK para valores próximos dos encontrados em células respiratórias (p <0,01). 
Apesar de a exposição inicial de S. cerevisiae a TiO2-NP <25, sem choque 
térmico, ter aumentado a atividade PYK para níveis próximos dos de S. cerevisiae 
respiratório-fermentativas, a presença de TiO2-NP <100 nm ou de TiO2-NP <25 em 
choque térmico, previnem o efeito da transição do metabolismo respiratório para 
respiratório-fermentativo induzido pela glicose. Curiosamente, a exposição a TiO2-NP 
<100 e choque térmico contrariou o perfil de resposta descrito para as duas situações 
anteriores, elevando os níveis de atividade PYK para v lores próximos dos detetados 
em leveduras respiratório-fermentativas.  
A adição de glicose provocou um aumento da atividade PDC, um dos enzimas 
reguladores da fermentação alcoólica, confirmando a manifestação do efeito Crabetree 
nesta estirpe de S. cerevisiae. 
A exposição a TiO2-NP <100, nos últimos 100 min de cultura não perturbo  a 
atividade PDC de células respiratório-fermentativas, não revertendo assim o 
metabolismo fermentativo aeróbio induzido pela glicose, resposta contrária à observada 
com TiO2-NP <25, sem choque térmico e TiO2-NP < 25 e <100 (5 µg/mL), em choque 
térmico, cuja atividade PDC correspondia aos valores detetados em células respiratórias. 
No ensaio B o perfil de resposta à exposição inicial a TiO2-NP com e sem choque 
térmico foi idêntico ao descrito para o ensaio A, exceto a resposta celular devido à 
exposição a TiO2-NP <25, em choque térmico que não evita a transição do metabolismo 
respiratório para respiratório-fermentativo. 
A adição de glicose ao meio de cultura induziu um acréscimo da atividade álcool 
desidrogenase efeito que permite inferir um desvio metabólico para fermentação 
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alcoólica induzido pela nova fonte de carbono, resposta que confirma de novo o efeito 
Crabtree. 
S. cerevisiae UE-ME3 com exposição inicial ou nos últimos 100 min a TiO2-NP 
<25 nm ou <100 nm, sem choque térmico não manifestavam alterações com significado 
estatístico ao metabolismo respiratório-fermentativo. No entanto, o choque térmico na 
presença de TiO2-NP <25 nm ou <100 nm revertem ou previnem o efeito de Crabtree 
em S. cerevisiae. 
A atividade lactato desidrogenase DLD3 mostrou-se mais elevada em células 
respiratórias, confirmando-se a repressão desta atividade catalítica pela glicose.  
A adição de TiO2-NP <25 ou <100 manteve a atividade DLD3 em níveis 
idênticos aos de células respiratório-fermentativas, o mesmo ocorrendo em células 
sujeitas a choque térmico na ausência ou na presença d  TiO2-NP <100 nm nos últimos 
100 min de cultura. Contudo, a exposição a TiO2-NP <25 nm, em choque térmico 
provocou um aumento da DLD3 para níveis idênticos aos de células respiratórias, facto 
que sugere uma reversão do efeito inibitório induzio pela glicose em células 
respiratório-fermentativas. 
O perfil de resposta do enzima DLD3 a TiO2-NP em choque térmico, durante 
200 min foi idêntico ao descrito para o ensaio A, com exceção das leveduras sujeitas ao 
choque térmico na presença de TiO2-NP <100 nm durante o mesmo período de tempo, 
cujo efeito inibitório exercido pela glicose parece ter sido potenciado pelo efeito 
conjugado das TiO2-NP e choque térmico. 
S. cerevisae UE-ME3 crescidas na presença de glicose e glicerol apresentavam 
níveis de atividade CS e SDH inferiores aos determinados em leveduras que apenas 
utilizaram glicerol como fonte de carbono. Esta resposta permite inferir um bloqueio 
pela glicose do ciclo do citrato, com perturbação da transferência de equivalentes 
redutores sob a forma de FADH2 para a cadeia respiratória e consequente inibição da 
respiração celular em condições aeróbias.  
A exposição de S. cerevisiae respiratório-fermentativas a TiO2-NP <25 nm, nos 
últimos 100 min do ensaio, reverteu parcialmente a inibição das atividades CS e SDH 
induzida pela presença de glicose no meio. Contudo, para TiO2-NP <100 nm observou-
se o efeito inverso, ocorrendo um decréscimo das referidas atividades enzimáticas, 
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Curiosamente, o choque térmico aplicado durante 200 min ou nos últimos 100 
min do ensaio provocou um decréscimo das atividades CS e SDH para níveis vestigiais. 
Todavia, a exposição de S. cerevisae UE-ME3 a TiO2-NP, em choque térmico nos 
últimos 100 min do ensaio, reverteu esse efeito deletério, conservando os níveis de 
atividade próximos dos valores determinados em células respiratório-fermentativas, 
ainda que estatisticamente inferiores para NP <25 nm, e estatisticamente superiores para 
NP <100 nm. 
O perfil de resposta da atividade SDH de S. cerevisiae UE-ME3 a TiO2-NP <25 
ou <100, sem choque térmico, durante 200 min, foi idêntico ao descrito anteriormente 
para os últimos 100 min de exposição, com prevenção da sua inibição pela glicose. 
Contudo, os níveis de atividade CS para o mesmo tratamento permaneceram idênticos 
aos de células respiratório-fermentativas. Surpreend ntemente, S. cerevisiae UE-ME3 
sujeitas a choque térmico na presença de TiO2-NP <25 e <100 exibiam níveis de 
atividade SDH superiores aos determinados quer em células respiratórias quer em 
células respiratório-fermentativas. A exposição de S. cerevisiae a TiO2-NP e choque 
térmico poderá ter contribuido para evitar o bloqueio r spiratório induzido pela glicose 
ao nível da CS e SDH, facilitando o fluxo de eletrõs para a cadeia respiratória. 
A adição de glicose ao meio de cultura despoletou um decréscimo da atividade 
NDE1 comparativamente com aquela que foi determinada em células que utilizaram 
apenas glicerol como fonte de carbono. O resultado é c mpatível com a repressão pela 
glicose do metabolismo respiratório-oxidativo de S. cerevisiae. 
A exposição de S. cerevisiae a TiO2-NP <25 e < 100, nos últimos 100 min do 
ensaio, reverteu parcialmente os níveis de atividade NDE1 para valores superiores aos 
detetados em células respiratório-fermentativas.  
O choque térmico e a exposição a TiO2-NP <25 e <100, conservou os níveis de 
atividade NDE1 idênticos aos detetados em células respiratório-fermentativas. 
S. cerevisiae expostas a TiO2-NP <25 e <100 durante 200 min, sem choque 
térmico, conservaram os níveis de atividade NDE1 idênt cos aos determinados em 
células respiratório-fermentativas. Embora o choque térmico tenha diminuído esta 
atividade catalítica para níveis quase vestigiais, a ua aplicação simultânea com TiO2- 
TiO2-NP <100 nm reverteu a repressão catabólica exercida pela glicose, alcançando 
valores próximos dos determinados em células respiratórias, confirmando assim, a 
tendência detetada em culturas com TiO2-NP < 25 em choque térmico. 
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A adição de glicose ao meio de cultura afetou negativamente a atividade 
enzimática malato desidrogenase mitocondrial (MAE1, MDH1, MDH3), sem contudo 
perturbar o nível de atividade malato desidrogenase citoplasmática (MDH2). De acordo 
com a literatura, o efeito observado sobre os enzimas itocondriais reflete um 
decréscimo das necessidades em coenzima NADH oxidáveis ao nível da cadeia 
respiratória para gerar ATP, devido ao bloqueio do ciclo do citrato e da própria cadeia 
respiratória. 
A adição de nanopartículas <100 nm, durante 200 min, sem choque térmico, 
reverteu os níveis de atividade malato desidrogenase mitocondrial (MAE1, MDH1, 
MDH3) para valores próximos dos registados em células respiratórias, devido 
provavelmente à biossíntese d novo de resíduos acilo que podem ter contribuído para o 
aumento da taxa específica de crescimento µ.  
A adição de nanopartículas <100 nm, nos últimos 200 min do ensaio, com 
choque térmico, elevou a atividade malato desidrogenas  citoplasmática (MDH2) para 
níveis superiores aos registados quer em células respiratórias, quer em células 
respiratório-fermentativas, efeito justificável pelo aumento da taxa de oxidação de 
equivalentes redutores, sob a forma de NAD(P)H catalis da pelos  enzimas GR ou 
NDE1. 
A presença de glicose no meio de cultura levou ao aumento da atividade G6PD 
efeito compatível com a inibição do fluxo de carbono, via ciclo do citrato, já referido 
anteriormente, associado a um aumento do fluxo de equivalentes redutores pela via das 
pentoses fosfato. 
A exposição a TiO2-NP <100 nm, sem choque térmico (ensaio A) provocou um 
decréscimo da atividade enzimática G6PD para níveis idênticos aos observados em 
células respiratórias. 
O choque térmico nos últimos 100 min da cultura, na ausência e na presença de 
TiO2-NP <25 nm ou <100 provocou um decréscimo da atividade G6PD para níveis 
inferiores aos encontrados quer em células respiratórias, quer em células respiratório-
fermentativas, alteração metabólica fragilizante das defesas antioxidantes e da 
capacidade anabólica implicada na biossíntese de resíduos acilo por S. cerevisiae UE-
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S. cerevisiae UE-ME3, expostas durante 200 min a TiO2-NP <100 e choque 
térmico estabilizaram a atividade G6PD em níveis idênticos aos de células respiratórias, 
prevenindo a sua evolução para metabolismo respiratório-fermentativo. 
S. cerevisiae UE-ME3 respiratório-fermentativas exibiam níveis de atividade GR 
superiores aos de células respiratórias, condição comum a marcadores de proliferação 
celular, como a taxa específica de crescimento, viabilid de celular e atividade ALP e 
G6PD, previamente descritos. 
Leveduras expostas a TiO2-NP <25 nm nos últimos 100 min de ensaio, sem 
choque térmico, apresentavam valores de atividade GR semelhantes, aos de leveduras 
células respiratório-fermentativas.  
Os níveis de atividade GR de S. cerevisiae expostas nos últimos 100 min de 
ensaio a TiO2-NP <100 nm, sem choque térmico ou de S. cerevisiae sujeitas a choque 
térmico, na presença ou na ausência de TiO2-NP <25 nm e <100 nm retomaram os 
níveis observados em células respiratórias. 
A exposição durantes 200 min a TiO2-NP <25 nm e <100 nm, com e sem choque 
térmico, manteve a atividade GR em níveis estatisticamente idênticos aos determinados 
em células respiratórias, exceto em leveduras crescidas na presença de NP <100 nm e 
choque térmico cuja atividade aumentou para níveis superiores aos registados em 
células respiratório-fermentativas, resposta comum com alterações nas atividades 
MDH2 e NDE1 que pode ter contribuído para o fluxo de equivalentes redutores 
envolvidos na prevenção da repressão catabólica exercida pela glicose. 
S. cerevisiae respiratório-fermentativas mostravam níveis de atividade GPx 
inferiores aos detetados em células respiratórias, s tuação expetável pelo abrandamento 
metabólico do ciclo do citrato e da cadeia respiratóri , fontes maioritárias de ROS. 
A exposição a TiO2-NP, ao choque térmico ou a TiO2-NP e choque térmico nos 
últimos 100 min ou durante os 200 min da cultura, provocou um decréscimo da 
atividade antioxidante GPx que eventualmente contribuiu para a perda de viabilidade 
celular, previamente discutido para estas condições de ensaio.  
S. cerevisiae UE-ME3 respiratórias e respiratório-fermentativas exibiam valores 
da atividade SOD1, citoplasmáticas, semelhantes. A exposição de S. cerevisae 
respiratório-fermentativas a choque térmico 28/40 ºC, quer nos últimos 100 min quer 
durante os 200 min do ensaio, não alterou a atividade SOD1. Embora a exposição a 
TiO2-NP <100 nm na ausência de choque térmico não tenha perturbado esta atividade 
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catalítica, o contacto com TiO2-NP <25 nm, neste tempo de exposição ou com TiO2-NP 
<25 nm e <100 nm durante 200 min, ou ainda com TiO2-NP de qualquer das dimensões 
aqui consideradas, em choque térmico, provocou um decréscimo da atividade SOD1 
para níveis inferiores aos detetados em células respiratórias e respiratório-fermentativas, 
um forte efeito modulador de TiO2-NP < 25 nm ou < 100 nm sobre a atividade SOD1 de 
S.cerevisiae UE-ME3, para qualquer tempo de exposição selecionado neste estudo que 
contraria o efeito activador provocado pelo choque térmico. 
A atividade SOD2 de S. cerevisiae UE-ME3 respiratórias era idêntica à de 
células respiratório-fermentativas. O choque térmico 28/40ºC aplicado nos últimos 100 
min (Ensaio A), ou durante 200 min (Ensaio B), na ausência ou na presença de TiO2-NP 
<25 e <100, induziu um aumento da atividade SOD2 para v lores superiores aos 
detetados quer em células respiratórias quer em células respiratório-fermentativas, 
alteração que no caso particular de S. cerevisiae tratadas com TiO2-NP <100, em 
choque térmico coincide por um aumento da actividade catalíticas SDH, dos níveis de 
ROS e de MDA, bem como, um decréscimo das atividades PDC e ADH, compatíveis 
com a manutenção do metabolismo respiratório, em culturas onde a presença de glicose 
como fonte de carbono deveria exercer a sua repressão.  
S. cerevisiae UE-ME3 respiratório-fermentativas exibiam níveis de atividade 
CTT1 inferiores aos de leveduras respiratórias. A exposição a TiO2-NP na ausência ou 
na presença de choque térmico, não perturbou a atividade catalase citoplasmática.  
Os níveis de atividade CTA1 de S. cerevisiae respiratórias e respiratório-
fermentativas não exibiam diferenças com significado estatístico. Quando o choque 
térmico foi aplicado nos últimos 100 min ou durante os 200 min de ensaio, bem como a 
exposição a TiO2-NP < 25 e < 100 nos, últimos 100 min de ensaio ocorreu uma indução 
da actividade CTA1 para níveis superiores aos detetados quer em células respiratórias, 
quer em células respiratório-fermentativas. Apesar da expressão funcional da atividade 
catalase peroxissomal ser perturbada pelo choque térmico, apenas as TiO2- NP <25 no 
menor tempo de exposição (100min) permitem a manutenção desse efeito. 
A presença de glicose no meio de cultura não provocou alterações com 
significado estatístico no ambiente redox modulado pel glutationo (razão GSH/GSSG) 
de S. cerevisiae UE-ME3. 
Células expostas nos últimos 100 min de cultura, a TiO2-NP <25 nm, 
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respiratório, contudo, este parâmetro diminuiu significativamente em células crescidas 
em condições de choque térmico na ausência ou na presença de TiO2-NP.  
S. cerevisiae xpostas a choque térmico (28/40ºC) ou a TiO2-NP <25 nm e <100 
nm, sem e com choque térmico, ao longo de 200 min, não exibiam entre si, diferente 
capacidade antioxidante mediada pelo glutationo, apresentando valores inferiores aos 
detetados quer em células respiratórias, quer em células respiratório-fermentativas. A 
transição redutor-oxidante do ambiente celular que acabou de ser descrita, sugere 
indução de stress oxidativo, pelo choque térmico e ou pelas TiO2-NP, suficiente para 
justificar a perda de viabilidade celular previamente assinalada.  
S. cerevisiae UE-ME3 submetidas a choque térmico na presença de TiO2-NP 
<100 nm, durante 200 min exibiam o conteúdo mais elevado de ROS de todos os 
tratamentos realizados, facto que estará implicado na perda de capacidade antioxidante 
mediada pelo glutationo que eventualmente condicionou a perda da viabilidade celular 
assinalada na parte inicial deste ponto. 
S. cerevisiae respiratório-fermentativas possuíam níveis de MDA inferiores aos 
de células respiratórias, uma alteração expectável devido ao provável decréscimo de 
danos oxidativos, como consequência de repressão do metabolismo respiratório pela 
glicose.  
A exposição a TiO2-NP <25 nm e <100 nm, nos últimos 100 min do ensaio, fez 
disparar o conteúdo em MDA para níveis idênticos ao detetados em células 
respiratórias. 
 O choque térmico aplicado nos últimos 100 ou durante os 200 min de ensaio, 
provocaram um decréscimo do conteúdo celular em MDA, resposta justificável pela 
pequena quantidade de material celular disponível devido à perda de viabilidade celular 
detetada nessas condições culturais. 
S. cerevisiae crescidas em choque térmico na presença de TiO2-NP <25 nm e 
<100 nm, durante 200 min, assumiram valores de MDA estatisticamente idênticos aos 
de células respiratórias. Esta resposta permite inferir que o efeito combinado: choque 
térmico e exposição a TiO2-NP <100 nm manteve os níveis de danos celulares, gerados 
pela peroxidação lipídica, próximos dos que foram detetados em leveduras respiratórias. 
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Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a estirpe vínica nativa UE-
ME3 de S. cerevisiae comportou-se como uma levedura Crabtree positiva (319), uma 
vez que a presença de glicose no meio de cultura conduziu a um aumento da taxa 
específica de crescimento e da viabilidade celular, eventualmente sustentado pelo: i) 
aumento da disponibilização do potencial químico de ligações fosfato, via fosfatase 
alcalina; ii ) ativação da via glicolítica, inferida pelo aumento das atividades enzimáticas 
hexocinase e piruvato cinase; iii ) aumento da taxa de regeneração de NAD+, 
evidenciado pelo aumento das atividades catalíticas piruvato descarboxilase e álcool 
desidrogenase; iv) decréscimo das atividades enzimáticas citrato sintase, sucinato 
desidrogenase e malato desidrogenase, do ciclo do citrato/cadeia respiratória e atividade 
NADH desidrogenase externa da cadeia respiratória; v) aumento da atividade glicose-6-
fosfato desidrogenase, fonte robusta de equivalentes redutores que assiste à biossíntese 
de novo de lípidos e consequentemente à proliferação celular; vi) atenuação de sistemas 
de resposta antioxidantes que envolvem enzimas glutationo peroxidase e catalase 
citoplasmática, bem como as propriedades redutoras do tripéptido glutationo; vii) 
decréscimo da ocorrência de danos oxidativos, estimados pelos níveis intracelulares de 
malonaldeído, sinais que evidenciam o bloqueio catabólico do ciclo do citrato e da 
cadeia respiratória, com deslocamento do fluxo de carbono e de equivalentes redutores 
para a fermentação alcoólica. 
A exposição de S. cerevisiae UE-ME3 a nanopartículas de dióxido de titânio com 
diâmetro molecular inferior a 100 nm, em choque térmico, durante 200 min, parece ter 
evitado a evolução do metabolismo respiratório, dominante quando o glicerol constitui 
fonte exclusiva de carbono, para respiratório-fermentativo que tipicamente se manifesta 
quando também está presente glicose no meio de cultura. Os fenómenos fisiológicos 
referidos na afirmação anterior são evidenciados pela conservação da taxa específica de 
crescimento, das atividades enzimáticas fosfatase alcalina e álcool desidrogenase e dos 
níveis de danos oxidativos estimados pelo conteúdo em malonaldeído de leveduras 
sujeitas ao referido tratamento, em valores próximos d s detetados em células 
respiratórias, bem como, pelo decréscimo da viabilidade celular, das atividades 
catalíticas hexocinase, marcadora da via glicolítica, piruvato desidrogenase, regulador 
do fluxo de carbono via pela fermentação alcoólica, glicose-6-fosfato desidrogenase, 
enzima chave da via das pentoses fosfato que assiste vias anabólicas, superóxido 
dismutase, antioxidante citoplasmático, e ainda pelo aumento das atividades sucinato 
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desidrogenase, malato desidrogenase, marcadoras do fluxo de carbono pelo ciclo do 
citrato/cadeia respiratória, NADH desidrogenase, marcador do fluxo de equivalentes 
redutores pela cadeia respiratória e pelo aumento do conteúdo em espécies reativas de 
oxigénio e dos danos celulares, bons indicadores de ativação do metabolismo 
respiratório. Provavelmente o comportamento newtoniano de nanopartículas de dióxido 
de titânio com dimensão molecular inferior a 100 nm e área superficial superior a 14,0 
m2/g, não dispensa a disponibilização de energia sob a forma de calor, até valores 
próximos do limite da sobrevivência celular desta estirpe de leveduras, para exercer a 
sua ação preventiva da transição metabólica determinada pela glicose, com consequente 
aumento da sua capacidade replicativa, sustentada pelo ATP gerado por vias alternativas 
ao metabolismo respiratório como a fermentação alcoólica, ou a via das pentoses 
fosfato, disturbio metabólico frequentemente descrita em células cancerígenas e 
referenciada como efeito Warburg (328) (29).  
Além disso, foi demonstrado por Andrew E. Pelling e colaboradores, a 
ocorrência de um movimento oscilatório nanomecânico na parede de leveduras, 
crescidas em meio YPD até ao final da fase exponencial que se manifesta de forma 
sistemática e que aumenta significativamente com a temperatura, através de uma 
variação da frequência desde 0,9 kH a 22ºC até 1,6 kH a 30 ºC (329). A forte 
dependência da frequência de oscilação com a temperatura e o estado metabólico levou 
esses autores a sugerirem que o movimento nanomecânico da parede é conduzido 
biologicamente e necessita de ATP. Tal facto parece implicar que forças de elevada 
dimensão, podem ser geradas em células de levedura pela ação de diversas proteínas 
que atuam de forma concertada e cooperativa. A velocidade deste movimento, a sua 
resposta a inibidores metabólicos e a dependência da temperatura segundo o modelo de 
Arrhenius são completamente consistentes com a ocorrência de processos metabólicos 
ativos que controlam o movimento nanomecânico. Estefenómeno pode corresponder a 
vias de comunicação celular ou a mecanismos de bombea ento iónico, através dos 
quais as células de levedura complementam a difusão passiva de nutrientes e/ou 
controlam o transporte de materiais através da parede c lular (320). A dimensão das 
nanopartículas de óxido de titânio <100 nm, permite especular que o choque térmico 
poderá ter alterado o movimento nanomecânico da parede de forma a facilitar a 
passagem das nanopartículas através da parede celular de S. cerevisiae, ao facilitar o seu 
contacto com a membrana celular. 
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Por outro lado, nanopartículas de maior dimensão (< 100 nm) e consequente 
menor área superficial necessitam do efeito despoletado pelo choque térmico para 
promover um maior deslocamento de cargas que facilite a interação com a membrana e 
consequentemente a sua internalização/retenção. Provavelmente, o choque térmico terá 
contribuído para ampliar a hidrofobicidade das nanop rtículas menores que 100 nm, 
facilitando o seu alinhamento na proximidade da membrana e o estabelecimento de 
interações não específicas que promovem a sua internalização por endocitose (300) 
(321). 
A adição de nanopartículas de dióxido de titânio com dimensão molecular 
inferior a 25 nm a S. cerevisiae UE-ME3, mantidas 100 min em condições Crabtree, 
despoletou a reversão parcial do referido efeito. A transição do metabolismo 
respiratório-fermentativo para maioritariamente respiratório pode ser observada 
nomeadamente pelo decréscimo da atividade piruvato descarboxilase, enzima chave da 
fermentação alcoólica e da atividade álcool desidrogenase, bem como um aumento 
significativo das atividades citrato sintase e sucinato desidrogenase, envolvidas no ciclo 
do citrato/cadeia respiratória, NADH desidrogenase ext rna 1 pertencente à cadeia de 
transporte de electrões mitocondrial, bem como dos níveis intracelulares do tripéptido 
glutationo, do seu derivado dissulfureto de glutationo e de danos celulares estimados 
pelo contendo em malonaldeído. 
Surpreendentemente, a adição de nanoparticulas de dióxido de titânio com 
diâmetro molecular inferior a 25 nm, em choque térmico, provocou um decréscimo da 
viabilidade celular, bem como das atividades enzimáticas fosfatase alcalina, hexocinase, 
piruvato cinase, piruvato descarboxilase, glutationo redutase e um aumento das 
atividades catalíticas lactato desidrogenase e catalase peroxissomal, sem contudo 
perturbar as atividades enzimáticas mitocondriais implicadas no metabolismo 
respiratório como citrato sintase, sucinato desidrogenase, do ciclo do citrato e NADH 
desidrogenase, da cadeia respiratória. Como a reversão parcial do metabolismo 
fermentativo, não foi acompanhada pela reposição do fluxo de carbono e de 
equivalentes redutores sob a forma de NADH pelas virespiratórias, pode levar a 
supor que a energia cinética devido ao choque térmico nas TiO2-NP <25 nm, foi capaz 
de romper o seu mecanismo de ação.  
Assim, este estudo revelou que sob o ponto de vistada reversão do efeito de 
Crabtree, a exposição a nanopartículas de dióxido de titânio <25 nm, de comportamento 
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regido pela mecânica quântica, foi mais eficaz do que qualquer um dos restantes ensaios 
uma vez que ocorreu decréscimo da taxa específica de crescimento e dos enzimas 
envolvidos na fermentação alcoólica, resposta que foi acompanhada pelo aumento de 
algumas actividades enzimáticas reguladoras do cicldo citrato/cadeia respiratória, vias 
geradoras de radical anião superóxido, uma fonte de stress oxidativo, parcialmente 
compensado pelo aumento dos níveis intracelulares do tripéptido glutationo, 
insuficiente, no entanto, para evitar a ocorrência de danos oxidativos, típicos do 
metabolismo respiratório (276). Considerando que o local primário de interação das 
nanopartículas com as leveduras é a parede celular, e que a sua semi-permebilidade é 
determinada pela dimensão de poros cujo diâmetro molecular varia entre 5 e 20 nm, 
pode admitir-se que este peneiro molecular poderá tr contribuído para facilitar a 
internalização da TiO2-NP de menor dimensão justificando em parte as respostas 
diferenciadas previamente descritas para estes ensaios (71) (330) (331). Por outro lado, 
a literatura descreve ainda que nanopartículas com diâ etro molecular inferior a 50 nm 
(332) ou em alguns casos inferior a 25 nm são mais f cilmente/rapidamente 
internalizadas em células animais, devido ao aumento da permeabilidade e retenção 
celular, designado por efeito EPR, facto que poderá justificar a atuação mais rápida das 
nanopartículas com esta dimensão molecular (268). Este tipo de resposta parece ser 
devido ao facto de a superfície das TiO2-NP apresentar uma camada de átomos de 
oxigénio e outra de átomos de titânio que podem alterar a sua carga superficial 
consoante o pH do meio, exibindo no nosso caso, pH inferior a 5 e carga positiva (270). 
A polarização da membrana celular devido à diferença de cargas entre o interior e o 
exterior celular determina que o seu potencial de repouso seja aproximadamente -70 
mV. Em geral, proteínas, grupos fosfato e nucleótidos, localizados no interior celular, 
exibem carga negativa e consequentemente atraem para a f ce externa da membrana 
citoplasmática materiais, como as TiO2-NP, com carga positiva (270) (272). A natureza 
catiónica das nanopartículas de dióxido de titânio nesta situação que facilita a sua 
adsorção à membrana celular, poderá também ter promovido a sua internalização. Neste 
processo, as TiO2-NP podem eventualmente ter criado poros na membrana celular que 
facilitaram a sua internalização, destruindo o delicado equilíbrio iónico 
transmembranar, afetando o modo de operar de proteínas e outras macromoléculas 
protetoras da integridade e funcionamento celular. Alternativamente, alguns 
investigadores têm revelado que nanopartículas de hidroxiapatite, sílica ou de óxido de 
ferro, com potencial zeta positivo, exibem capacidade elevada para atravessar a 
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membrana celular devido a interações electroestáticas que estabelecem com esta que se 
encontra carregada negativamente. Segundo a teoria de Derjaguin-Landau-Verwey-
Overbeek, a estabilidade determinada pelo balanço etre interações de van der Waals e 
repulsões electroestáticas determina que quando as interações repulsivas superam as 
interações de van der Walls, as nanopartículas não se agregam, difundindo mais 
facilmente através da membrana celular, fenómeno que também pode ter ocorrido com 
as TiO2-NP <25nm (333). A literatura descreve também que o aumento da temperatura 
promove a agregação de nanopartículas de ouro em água (334). Embora o choque 
térmico possa ter aumentado a fluidez membranar, o aumento da capacidade de 
agregação das nanopartículas <25 nm poderá ter contribuído para obstruir a sua difusão 
transmembranar, motivo que justifica a menor consistência dos resultados obtidos com 
nanopartículas de dióxido de titânio <25 nm sujeitas a choque térmico, ainda que grande 
parte das alterações observadas constituam bons indicadores de reversão do efeito de 
Crabtree. 
Os resultados aqui descritos encorajam o prosseguimnto deste estudo no 
sentido de testar a viabilidade da aplicação clínica de nanopartículas de dióxido de 
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Quadro A1   Resultados da análise de variância (modelo “ANOVA I”) dos parâmetros 
analisados de células de S. cerevisiae UE-ME3 em meio YPG, YPGD, YPGD 
na ausência de TiO2-NP e na presença de TiO2-NP <25 nm ou TiO2-NP <100 
nm, em condições de choque térmico ou não, durante 100 ou 200 min.  
 
Conc. ou 




liberdade Variância F Sig. 
viabilidade Entre grupos 1395,296 11 126,845 70,305 ,000 
No interior dos grupos 86,602 48 1,804   
Total 1481,898 59    
taxa específica de 
crescimento  
Entre grupos ,166 11 ,015 10,305 ,000 
No interior dos grupos ,070 48 ,001   
Total ,236 59    
ALP Entre grupos 2109,331 11 191,757 12,955 ,000 
No interior dos grupos 710,476 48 14,802   
Total 2819,807 59    
HXK Entre grupos 1098,510 11 99,865 22,353 ,000 
No interior dos grupos 214,444 48 4,468   
Total 1312,954 59    
PYK Entre grupos 126,812 11 11,528 17,177 ,000 
No interior dos grupos 32,214 48 ,671   
Total 159,026 59    
PDC Entre grupos 1078,769 11 98,070 9,533 ,000 
No interior dos grupos 493,783 48 10,287   
Total 1572,552 59    
ADH Entre grupos 4013,313 11 364,847 17,921 ,000 
No interior dos grupos 977,198 48 20,358   
Total 4990,511 59    
DLD Entre grupos 280,646 11 25,513 17,919 ,000 
No interior dos grupos 68,342 48 1,424   
Total 348,989 59    
CS Entre grupos 221953,930 11 20177,630 540,926 ,000 
No interior dos grupos 1790,497 48 37,302   
Total 223744,427 59    
SDH Entre grupos 39136,679 11 3557,880 277,125 ,000 
No interior dos grupos 616,249 48 12,839   
Total 39752,928 59    
NDE1 Entre grupos 9604,924 11 873,175 6,645 ,000 
No interior dos grupos 6307,034 48 131,397   
Total 15911,958 59    
ME1 Entre grupos 659829,409 11 59984,492 42,055 ,000 
No interior dos grupos 68464,477 48 1426,343   
Total 728293,886 59    
MDH2 Entre grupos 12161,303 11 1105,573 20,006 ,000 
No interior dos grupos 2652,575 48 55,262   
Total 14813,878 59    
G6PD Entre grupos 44417,277 11 4037,934 10,917 ,000 
No interior dos grupos 17754,206 48 369,879   
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Quadro A1. Continuação. 
 
Conc. ou 




liberdade Variância F Sig. 
GR Entre grupos 24866,666 11 2260,606 36,329 ,000 
No interior dos grupos 2986,869 48 62,226   
Total 27853,534 59    
GPx Entre grupos 41032,533 11 3730,230 24,434 ,000 
No interior dos grupos 7327,988 48 152,666   
Total 48360,520 59    
SOD1 Entre grupos 1989,300 11 180,845 16,013 ,000 
No interior dos grupos 542,098 48 11,294   
Total 2531,398 59    
SOD2 Entre grupos 23631,098 11 2148,282 31,351 ,000 
No interior dos grupos 3289,150 48 68,524   
Total 26920,248 59    
CTT1 Entre grupos 381,246 11 34,659 9,150 ,000 
No interior dos grupos 181,811 48 3,788   
Total 563,056 59    
CTA 1 Entre grupos 752,710 11 68,428 39,518 ,000 
No interior dos grupos 83,115 48 1,732   
Total 835,826 59    
GSH Entre grupos 63195,644 11 5745,059 15,023 ,000 
No interior dos grupos 18356,461 48 382,426   
Total 81552,105 59    
GSSG Entre grupos 6644,791 11 604,072 4,611 ,000 
No interior dos grupos 6287,828 48 130,996   
Total 12932,619 59    
GSH+2GSSG Entre grupos 135418,126 11 12310,739 7,960 ,000 
No interior dos grupos 74237,567 48 1546,616   
Total 209655,693 59    
GSH/GSSG Entre grupos 30,151 11 2,741 13,465 ,000 
No interior dos grupos 9,771 48 ,204   
Total 39,923 59    
ROS Entre grupos 472,189 11 42,926 5,743 ,000 
No interior dos grupos 358,805 48 7,475   
Total 830,994 59    
MDA Entre grupos 27,015 11 2,456 6,745 ,000 
No interior dos grupos 17,478 48 ,364   
Total 44,493 59    
 
 
 
 
 
 
  
